Geninseln als Quelle der Genomdiversität von Pseudomonas aeruginosa by Klockgether, Jens
Geninseln als Quelle der Genomdiversität  






Vom Fachbereich Chemie der Universität Hannover 
zur Erlangung des Grades 
 
DOKTOR DER NATURWISSENSCHAFTEN 







Dipl.-Biochem. Jens Klockgether 











Die vorliegende Arbeit wurde unter Anleitung von Prof. Dr. Burkhard Tümmler im Zeitraum 
vom 16.04.2000 bis zum 31.05.2004 in der Klinischen Forschergruppe „Molekulare 
Pathologie der Mukoviszidose“ im Zentrum Biochemie und Zentrum Kinderheilkunde der 














Referent: Prof. Dr. Burkhard Tümmler 
Korreferent: Prof. Dr. Peter Valentin-Weigand 
 








Durch Analysen zur Genomdiversität von Stämmen der Spezies Pseudomonas aeruginosa 
waren für Stämme einer Subgruppe („Klon C“) in früheren Arbeiten „hypervariable 
Regionen“ in den Genomen identifiziert worden, in denen sich das Auftreten von klon- oder 
stammspezifischer DNA, sog. Geninseln, konzentrierte. Für zwei Stämme war jeweils die 
komplette Geninsel aus einer der „hypervariablen Regionen“ sequenziert worden. Die 
Annotation dieser stammspezischen DNA-Sequenzen ergab auffällige Gemeinsamkeiten: 
Beide Geninseln waren neben einem tRNAGly-Gen ins Kerngenom integriert, etwas mehr als 
100 kb groß und wiesen 47 potentielle Gene (ORFs) mit einem homologen Gegenstück in 
vergleichbarer Position in der jeweils anderen Insel auf. Beide Inseln hatten eine zweiteilige 
Struktur aus einem konservierten und einem spezifischen Teil, durch den dem jeweiligen 
Stamm eventuell zusätzliche metabolische Funktionen zur Verfügung stehen. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Geninseln aus den anderen „hypervariablen Regionen“ 
eines der beschriebenen Stämme (Stamm C, Isolat aus der Lunge eines CF-Patienten) 
sequenziert. Neben spezifischen Abschnitten wurden auch in diesen Inseln ähnliche Blöcke 
mit konservierten ORFs wie in den beiden oben genannten Geninseln identifiziert. Durch 
Datenbankvergleiche wurden weitere ähnliche Geninseln mit zweiteiliger Struktur neben 
tRNA-Genen in Genomen anderer Proteobakterien, wie z. B. Ralstonia oder Burkholderia, 
detektiert. Außerdem wurde durch Hybridisierungsexperimente das Vorkommen von DNA 
ähnlich zu der aus den sequenzierten Geninseln in den Genomen verschiedener Stämme von 
Pseudomonas aeruginosa, und Ralstonia untersucht. In ungefähr der Hälfte der Stämme 
dieser Sammlungen konnte solche konservierte DNA detektiert werden. Vergleiche der DNA 
aus diesen Geninseln erlaubten eine genauere Beschreibung der konservierten Struktur. 
Immer blockartig auftretende ähnliche ORFs wurden als Bausteine des Grundgerüsts 
definiert, das charakteristisch für diese Art Geninseln zu sein scheint und auf einen 
gemeinsamen Vorläufer hinweist. In diese Bausteine sind die spezifischen DNA-Abschnitte 
der Inseln eingebettet. Die Annotationsergebnisse für einzelne ORFs aus den homologen 
DNA-Blöcken wiesen insgesamt auf DNA-organisierende Funktionen für diese Abschnitte 
hin, aber für viele konservierte ORFs ist ebenso wie für viele ORFs aus den spezifischen 
Abschnitten weiterhin keine Funktionsvorhersage möglich. Um mehr funktionelle Daten für 
die vorausgesagten Gene zu gewinnen, wurden für die zuerst sequenzierte Geninsel aus 
Stamm C Versuche zur Untersuchung der Transkription der enthaltenen Gene durchgeführt.  
Insgesamt wurde das Bild ausgebaut, dass die analysierten Geninseln Repräsentanten einer 
Gruppe ähnlicher integrativer DNA-Elemente sind, die einen kennzeichnenden konservierten 
Teil für Integration, DNA-Organisation usw. und einen spezifischen Teil mit variablen 
Funktionen besitzen. Solche partiell konservierten, neben tRNA-Genen integrierten Geninseln 
mit zweiteiliger Struktur sind in Pseudomonas und anderen Spezies weit verbreitet. 
Zumindest in Pseudomonas aeruginosa können sie einen Großteil der stammspezifischen 
DNA ausmachen und tragen maßgeblich zur Genomdiversität bei. 
 





By analysing genome diversity of strains of the species Pseudomonas aeruginosa 
“hypervariable regions” had been identified for a subgroup of strains („clone C“) in former  
experiments. Clone- or strain-specific block of DNA, forming so called “gene islands”, were 
mainly found within these regions of the genomes. For two strains, a complete gene island 
from one of the “hypervariable regions“ had been sequenced. Annotation of these strain-
specific DNA-sequences revealed remarkable similarities: Both gene islands were positioned 
next to a tRNAGly-gene within the core genome, had a size of approximately 100 kb and 
contained 47 predicted genes (ORFs) with a homologous counterpart in a similar position in 
the other island. Both island share a bipartite structure of a conserved part and a specific part, 
which could contribute additional metabolic features to the host genome. 
In this work, gene islands from the other „hypervariable regions“ have been sequenced for 
one of the clone C strains (strain C, isolate from the lung of a CF-patient). Apart from specific 
parts, blocks of conserved DNA have been identified in these gene islands as well, as found in 
the islands described before. Database comparisons revealed additional similar gene islands 
with a bipartite structure next to tRNA-genes in the genome of other proteobacteriea, e. g. in 
Ralstonia or Burkholderia. In addition, the genomes of strains from collections of 
Pseudomonas aeruginosa, and Ralstonia were analysed for the appearance of DNA similar to 
the predicted genes from the already sequenced gene island. Nearly 50 % of these strains 
seemed to contain such DNA. By comparing the DNA from all the detected gene islands, the 
conserved structure could be described more in detail. Blocks of conserved ORFs, appearing 
all the time in the same synteny, were defined as significant mosaic pieces which are 
characteristic for this kind of gene islands and could hint at a common precursor. The specific 
parts of the islands were positioned between these characteristic blocks. Annotation results for 
single ORFs from the homologous DNA-blocks gave hints for DNA-organising functions of 
these parts. But for many conserved ORFs as well as for many ORFs from the specific parts 
function predictions are still not possible. To gain more functional data for those predicted 
genes, first transcription analysis experiments were performed for the first sequenced gene 
island of strain C.  
In total, the hypothesis was confirmed that the analysed gene islands were representatives of a 
group of related integrative DNA-elements, which are made of a characteristic conserved part, 
encoding for integration and DNA-organising functions, and a specific part encoding variable 
functions. Such partially conserved gene islands with a bipartite structure, which are 
integrated next to tRNA-genes, are widely spread in Pseudomonas and other species. They can 
make up the main part of the strain-specific DNA at least in Pseudomonas aeruginosa strains, 
and their uptake is one of the major reasons for the genome diversity observed in strains of 
this species. 
 








Mein Dank gilt 
 
 Herrn Prof. Dr. Dr. Burkhard Tümmler für das hochinteressante Thema und die 
Bereitstellung der Arbeitsmöglichkeiten, seine stete Diskussionsbereitschaft, die 
unkomplizierte Betreuung und die vielen konstruktiven Anregungen.. 
 
 Herrn Prof. Dr. Peter Valentin-Weigand für die Übernahme des Korreferats. 
 
 Herrn Prof. Burkhard Tümmler und Frau Helga Riehn-Kopp stellvertretend für alle, die 
zum Gelingen des Europäischen Graduiertenkollegs „Pseudomonas: Pathogenicity and 
Biotechnology“ beigetragen haben. 
 
 allen derzeitigen und ehemaligen Mitarbeitern der Klinischen Forschergruppe für die 
Zusammenarbeit, Hilfsbereitschaft und die gute Arbeitsatmosphäre. Besonders möchte 
ich dabei Ulrike Laabs, Lutz Wiehlmann, Nikoletta Charizopoulou, Silke Jansen und 
Anna-Silke Limpert für all die Kleinigkeiten danken, durch die der Laboralltag in 
fachlicher und nicht-fachlicher Hinsicht zumeist sehr angenehm verlief. 
 
 Karen Larbig für die umfassende Einarbeitung in das Arbeitsgebiet und Christian 
Weinel für alle Informationen, Ratschläge und Warnungen zum Thema Annotation. 
 
 stellvertretend für das Qiagen-Sequenzierungssteam Dr. Helmut Hilbert und Dr. André 
Bahr für die verlässliche und problemlose Behandlung unserer Sequenzierungsaufträge. 
 
Und mehr als nur Dank gilt vor allem meinen Eltern, Silke, Stefan, Axel, Marion, Uwe, Jens, 







Einleitung _________________________________________________________________ 9 
1.1 Geninseln in prokaryontischen Genomen _______________________________________________ 9 
1.2 Pseudomonas aeruginosa __________________________________________________________ 12 
1.3 Genomdiversität in Pseudomonas aeruginosa Klon C ____________________________________ 15 
1.4 Ziel der Arbeit ___________________________________________________________________ 21 
Material und Methoden _____________________________________________________ 23 
2.1 Bakterienstämme und -anzucht, Vektoren______________________________________________ 23 
2.1.1 Bestimmung der Bakterienzelldichte______________________________________________ 23 
2.1.2 Verwendete Medien___________________________________________________________ 23 
2.1.3 Pseudomonas Stämme _________________________________________________________ 24 
2.1.4 Ralstonia Stämme ____________________________________________________________ 24 
2.1.5 Escherichia coli Stämme; Genombibliothek von P. aeruginosa Stamm C _________________ 25 
2.1.6 Vektor SuperCos 1____________________________________________________________ 25 
2.2 Präparation von DNA _____________________________________________________________ 26 
2.2.1 Phenol-Chloroform-Extraktion __________________________________________________ 26 
2.2.2 Präparation von genomischer DNA _______________________________________________ 26 
2.2.3 Präparation von Cosmiden aus E. coli Zellen _______________________________________ 27 
2.2.4 Präparation von Plasmiden aus P. aeruginosa Zellen _________________________________ 28 
2.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen __________________________________ 30 
2.3 DNA-Analysemethoden ___________________________________________________________ 30 
2.3.1 Konzentrationsmessungen ______________________________________________________ 30 
2.3.2 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen___________________________________________ 31 
2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion _____________________________________________________ 31 
2.3.4 Agarosegelelektrophorese ______________________________________________________ 34 
2.3.5 DNA-Sequenzierung __________________________________________________________ 35 
2.4 DNA-DNA-Hybridisierungen _______________________________________________________ 36 
2.4.1 DNA-Fixierung auf Membranen _________________________________________________ 36 
2.4.2 Digoxigenin-Markierung von DNA_______________________________________________ 38 
2.4.3 Aufreinigung Digoxigenin-markierter DNA ________________________________________ 39 
2.4.4 Hybridisierung von DIG-markierter DNA auf DNA-Membranen________________________ 40 
2.4 5 Detektion Digoxigenin-markierter DNA ___________________________________________ 40 
2.4.6 Regeneration von hybridisierten DNA-Membranen __________________________________ 41 
2.4.7 Quantifizierung von Chemolumineszenzsignalen ____________________________________ 41 
2.5 Wechselfeldgelelektrophorese und Makrorestriktionsanalyse_______________________________ 43 
2.5.1 Präparation von bakterieller DNA in Agaroseblöckchen_______________________________ 44 
2.5.2 Restriktionsverdau von DNA in Agaroseblöckchen __________________________________ 44 
2.5.3 Durchführung der Wechselfeldgelelektrophorese ____________________________________ 46 
2.5.4 Molekulargewichtsstandards für die Wechselfeldgelelektrophorese ______________________ 48 
 7
2.6 Arbeiten mit RNA und Transkriptionsanalyse __________________________________________ 49 
2.6.1 Vorbehandlung von Lösungen und Geräten ________________________________________ 49 
2.6.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus P. aeruginosa _____________________________________ 49 
2.6.3 RNA-Konzentrationsbestimmungen ______________________________________________ 51 
2.6.4 Formaldehyd-Gelelektrophorese _________________________________________________ 51 
2.6.5 Generierung von cDNA ________________________________________________________ 52 
2.6.6 cDNA-Konzentrationsbestimmungen _____________________________________________ 54 
2.6.7 Generierung von markierter cDNA _______________________________________________ 54 
2.6.8 Hybridisierungen mit markierter cDNA ___________________________________________ 55 
2.7 Sequenzanalyse und Annotation in silico ______________________________________________ 55 
Ergebnisse und Diskussion __________________________________________________ 59 
3 Analyse des Plasmides pKLC102 _______________________________________________ 59 
3.1 Hintergrund _____________________________________________________________________ 59 
3.2 Analyse der Integrationspunkte auf dem Chromosom_____________________________________ 60 
3.3 Sequenzierung und Annotation von pKLC102 __________________________________________ 66 
3.3.1 Erstellung eines Cosmid-Contigs zur Abdeckung der Plasmid-Sequenz___________________ 66 
3.3.2 Sequenz von pKLC102 und Annotation ___________________________________________ 67 
3.4 Das Integron TNCP23 _____________________________________________________________ 81 
3.5 Sequenzierung und Analyse der Geninsel PAGI-4(C) ____________________________________ 85 
3.5.1 Hintergrund _________________________________________________________________ 85 
3.5.2 Cosmidauswahl und Sequenzierung ______________________________________________ 86 
3.5.3 Sequenzanalyse von PAGI-4(C) _________________________________________________ 87 
3.6 Nachweis der Konservierung von pKLC102-DNA in pKLK106 ____________________________ 91 
3.7 pKLC102 als Kernelement für Genomevolution in P. aeruginosa Klon C_____________________ 96 
4 Analyse der Geninsel in der SpB-Region_________________________________________ 99 
4.1 Hintergrund _____________________________________________________________________ 99 
4.2 Sequenzierung und Analyse der Insertion in SpB _______________________________________ 100 
4.2.1 Erstellung des SpB-Contigs 1 __________________________________________________ 100 
4.2.2 Beginn des SpB-Contigs 2_____________________________________________________ 106 
4.2.3 Kartierung der physikalischen Lücke ____________________________________________ 111 
4.2.4 Erweiterung des SpB-Contigs 2_________________________________________________ 119 
4.2.5 Sequenzanalyse und Annotation der Contigs 1 und 2 aus der SpB-Insertion ______________ 122 
4.2.6 Vergleich der beiden PAGI-2(C)-homologen Bereiche in der SpB-Insertion ______________ 132 
4.2.7 Zusammenfassung des aktuellen Status der Analyse der SpB-Insertion __________________ 135 
5 Epidemiologie konservierter Geninseln in P. aeruginosa___________________________ 139 
5.1 Detektion eines „Geninsel-Indikators“ in P. aeruginosa Stämmen__________________________ 141 
5.2 Generierung eines PAGI-2(C) repräsentierenden Makroarrays_____________________________ 146 
5.3 Hybridisierungen der Makroarrays mit P. aeruginosa-DNA ______________________________ 150 
5:4 Makroarray-Analyse von Stämmen aus der P. aeruginosa Auswahl ________________________ 151 
5.5 Quantitative Analyse der Makroarray-Hybridisierungen _________________________________ 155 
 8
5.5.1 Standardisierung und Differenzierbarkeit der Makroarray-Signale: _____________________ 155 
5.5.2 Klassifizierung von Inseltypen anhand der Makroarray-Ergebnisse: ____________________ 159 
6 PAGI-2(C)-artige Geninseln in anderen Stämmen und Spezies _____________________ 168 
6.1 PAGI-2(C)-artige Geninseln in Ralstonia _____________________________________________ 168 
6.2 Homologie der clc-Geninsel zu PAGI-2(C) ___________________________________________ 173 
6.3 PAGI-2(C)-ähnliche Geninseln, entdeckt durch Datenbankvergleiche_______________________ 176 
6.3.1 Burkholderia fungorum LB400: ________________________________________________ 176 
6.3.2 Xylella fastidiosa 9a5c: _______________________________________________________ 177 
6.3.3 Pathogenitätsinsel SPI-7 in Salmonella enterica: ___________________________________ 177 
6.3.4 Geninsel PAPI-1 aus P. aeruginosa PA14: ________________________________________ 180 
6.4 Zusammenfassung: ______________________________________________________________ 181 
7 Transkriptionsanalyse für PAGI-2(C)-ORFs ____________________________________ 183 
7.1 cDNA-Hybridisierungen auf restriktionsverdauter Cosmid-DNA __________________________ 183 
7.2 cDNA-Hybridisierungen auf PAGI-2(C)-„Makroarrays“ _________________________________ 186 
7.2.1 Wachstum von P. aeruginosa C in Gegenwart von Quecksilber-Ionen __________________ 187 
7.2.2 Transkriptionsanalyse mit PAGI-2(C)-Makroarrays _________________________________ 190 
8 Sequenzvariation zwischen P. aeruginosa C und PAO1____________________________ 198 
9 Geninseln als Quelle der Genomdiversität in P. aeruginosa____________________ 201 
10 Abkürzungsverzeichnis _____________________________________________________ 207 
11 Literaturverzeichnis________________________________________________________ 208 
12 Anhang __________________________________________________________________ 216 
12.1 Verzeichnis wissenschaftlicher Publikationen_________________________________________ 216 
12.2 Lebenslauf ____________________________________________________________________ 217 
12.3 Primärdaten ___________________________________________________________________ 218 
12.3.1  Geninsel PAGI-2(C) ________________________________________________________ 218 
12.3.2  Plasmid pKLC102__________________________________________________________ 263 
12.3.3  Integron TNCP23 __________________________________________________________ 309 
12.3.4 Geninsel PAGI-4(C) ________________________________________________________ 313 
12.3.5  SpB-Insertion _____________________________________________________________ 318 
12.3.6  Geninsel PAGI-3(SG)_______________________________________________________ 381 
12.3.7  Sequenzabschnitte aus dem Kerngenom, die die Geninseln in Stamm C flankieren _______ 425 




1.1 Geninseln in prokaryontischen Genomen 
Prokaryontische Genome bestehen aus einem sogenannten „Kerngenom“, das in den 
Stämmen einer Spezies konserviert ist, und variablen DNA-Anteilen, die nur in einzelnen 
Subgruppen oder Stämmen einer Spezies auftreten. Während die genetischen Informationen 
für die essentiellen zellulären Funktionen im Kerngenom lokalisiert sind, sind in den 
variablen Bereichen oft zusätzliche Funktionen kodiert, die unter besonderen Bedingungen 
genutzt werden. Zu den variablen Anteilen eines Genoms gehören mobile DNA-Elemente wie 
Bakteriophagen, Plasmide, Transposons, Integrons, Insertionssequenz-Elemente (IS-
Elemente) sowie Geninseln. 
Als Geninseln (oder auch genomische Inseln) bezeichnet man ins Chromosom inserierte 
größere DNA-Abschnitte, die nicht zum Kerngenom gehören (Dobrindt et al., 2004). Solche 
Abschnitte sind meist im Zuge von horizontalem Gentransfer mit mobilen Elementen auf 
einen Bakterienstamm übertragen und ins Chromosom integriert worden.  Kennzeichnend 
sind ein GC-Gehalt, der von dem des übrigen Chromosoms abweicht, sowie häufig eine 
Lokalisation im Chromosom neben tRNA-Genen und das Auftreten von flankierenden repeat-
Sequenzen. In den meisten Geninseln liegen Integrasen oder Transposasen, durch die die 
DNA-Elemente in das Chromosom integriert und auch wieder ausgeschnitten werden können.  
Geninseln wurden zum ersten Mal in pathogenen Bakterien beschrieben, in denen 
Virulenzgene in solchen Abschnitten des Genoms detektiert worden waren 
(„Pathogenitätsinseln“, Hacker u. Kaper, 2002). In den letzten Jahren wurden jedoch 
zunehmend Geninseln entdeckt, deren genetisches Material keinen Bezug zu pathogenen 
Funktionen aufweist. Je nach Art der kodierten Funktionen werden einzelne Geninseln daher 
als „Pathogenitätsinseln“, „Metabolismus-Inseln“, „Resistenzinseln“ usw. bezeichnet 
(Dobrindt et al., 2004).  
Diverse Beispiele zeigen das breite Spektrum möglicher Funktionen. Pathogenitätsinseln 
enthalten Gene für diverse Virulenzfaktoren, z. B. für Adhäsine, Siderophore für die 
Aufnahme von Eisen-Ionen, Kapselstrukturen, Exotoxine oder Typ III und Typ IV 
Sekretionssysteme (Hacker u. Kaper, 2002; Schmidt u. Hensel, 2004). 
Beispiele für metabolische Geninseln sind Elemente aus Salmonella senftenberg (Hochhut et 
al., 1997) und Wolinella succinogenes (Baar et al., 2003), die Gene für den Abbau von 
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Sucrose bzw. einen nif Gencluster zur Stickstofffixierung enthalten. Andere metabolische 
Geninseln ermöglichen dem Wirtsstamm den Abbau von xenobiotischen Substanzen wie 
Chlorocatechol (clc-Element aus Pseudomonas sp. B13 (Ravatn et al., 1998(A))) oder 
Chlorobiphenyl (55 kb Element aus Ralstonia oxalatica (Toussaint et al., 2003). 
Als DNA-Elemente, die Antibiotika-Resistenzen vermitteln, wurden unter anderem in γ-
Proteobakterien die SXT-Geninsel aus Vibrio cholerae (Beaber et al., 2002) und die Insel 
R391 aus Providencia rettgeri (Boltner et al., 2002) beschrieben. Ein anderes Beispiel ist die  
Geninsel „SCCmec“ aus Staphylococcus aureus Stämmen, in der Resistenzgene gegen das 
Antibiotikum Methicillin lokalisiert sind (Ito et al., 1999). Dies zeigt das Vorkommen von 
typischen Geninseln auch in Gram-positiven Bakterien an, obwohl die meisten Beispiele 
bisher in Genomen Gram-negativer Spezies detektiert worden sind. Durch Genomvergleiche 
für verschiedene Staphylococcus aureus Stämme konnten aber 18 variable chromosomale 
Regionen detektiert werden, von denen viele die Geninsel-typischen Charakteristika 
aufwiesen. In diesen Regionen waren neben Virulenzfaktoren und Antibiotika-Resistenz-
Proteinen auch metabolische Proteine kodiert (Fitzgerald et al., 2001), was auf ein ähnliches 
Spektrum an Geninseln in Gram-negativen und in Gram-positiven Bakterien hinweist. 
 
Über den Ursprung von Geninseln ist nur wenig bekannt. Angenommen wird, dass sie aus 
chromosomal integrierten mobilen Elementen wie Bakteriophagen oder Plasmiden 
hervorgehen. Hierfür spricht, dass in mehreren Geninseln DNA aus integrativen und 
konjugativen Transposons und Plasmiden gefunden wurde. Solche Elemente können aus 
bakteriellen Chromosomen ausgeschnitten, in zirkulärer Form über Konjugation auf andere 
Stämme übertragen und durch Rekombination an spezifischen Positionen in das Wirtsgenom 
integriert werden (Burrus et al., 2002). Zudem ist für einige Plasmide die Rekombination mit 
tRNA-Genen (Dimopoulou et al., 2002) und chromosomale Integration, vermittelt durch 
Plasmid-kodierte Integrasen (Peng et al., 2000), gezeigt worden. Dies unterstützt die 
Hypothese vom Plasmid- oder Phagen-Ursprung von Geninseln, die als Charakteristika 
Integrase-Gene und flankierende tRNA-Gene aufweisen (s. o.). 
Geninseln entwickeln sich in mehreren Schritten aus mobilen Elementen (Dobrindt et al., 
2004): Nachdem mobile Elemente per horizontalem Gentransfer auf Bakterien übertragen und 
in deren Genom integriert worden sind, erfolgen verschiedene DNA-Rearrangements, die mit 
Verlust genetischen Materials einhergehen. Dabei werden Gene für Mobilisierung und 
Transfer (bei Plasmiden eventuell auch der Replikationsmechanismus) inaktiviert oder 
deletiert. Das DNA-Element liegt danach stabil als Geninsel im Chromosom integriert vor 
und hat seinen eigenständigen mobilen Charakter verloren. Die Geninsel kann dann durch 
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weitere Rekombinationsereignisse, z. B. Aufnahme von Transposons, Integrons oder IS-
Elementen weiter umgestaltet werden. Bleibt die Integrase, die die initiale Insertion ins 
Chromosom vermittelt hat, dabei funktionsfähig, ist aber auch weiterhin eine Excision der 
(modifizierten) Geninsel möglich. Diese stellt dann zwar kein eigenständiges mobiles 
Element mehr dar, kann aber trotzdem per horizontalem Gentransfer auf andere 
Bakterienstämme übertragen werden. 
Eine dieser Modellvorstellung entsprechende Integration eines Plasmides mit anschließenden 
Modifikationen konnte in thermophilen Archaebakterien nachgewiesen werden. In einem 
Stamm der Spezies Sulfolobus tokodaii hatten DNA-Rearrangements in einem integrierten 
konjugativen Plasmid zum Verlust der Plasmid-typischen Bereiche im Vergleich zum 
episomalen Vorläufer geführt (Kawarabayasi et al., 2001). Damit einher ging eine Fixierung 
der Plasmid-DNA im Genom. 
Das genetische Material in Geninseln kann eine Vielfalt an Funktionen kodieren. Durch 
Rekombinationsereignisse und mögliche Akquirierung neuer DNA ist es variabel und 
mosaikartig aus verschiedenen Bausteinen zusammengesetzt, die in unterschiedlichen Phasen 
der Entwicklung in das Element aufgenommen wurden. Auf diese Weise können in den 
Geninseln Mosaikstrukturen mit Bausteinen aus verschiedensten Quellen entstehen und auch 
Kombinationen verschiedener Funktionen kodiert sein.  
 
Durch die Möglichkeit, ähnlich wie andere mobile Elemente per horizontalem Gentransfer auf 
andere Bakterienstämme, auch über Speziesgrenzen hinweg, übertragen werden zu können, 
spielen Geninseln eine wichtige Rolle bei der adaptiven Evolution von bakteriellen Genomen 
(Dobrindt et al., 2004). Der Erwerb neuen genetischen Materials durch horizontalen 
Gentransfer und homologe Rekombination stellt einen der Hauptmechanismen bakterieller 
Evolution dar. Bakterienstämme erlangen mit diesem Material zusätzliche Funktionen, durch 
die sie sich eventuell an ihre jeweiligen Lebensbedingungen besser anpassen oder sich neue 
Nischen erschließen können. Zu solchen Adaptationen können unterschiedlichste Funktionen 
beitragen, z. B. solche, die Interaktionen zwischen Bakterien- und eukaryontischen Zellen 
beeinflussen, Möglichkeiten zur Degradation von zusätzlichen Substraten über neue 
Stoffwechselwege oder Funktionen, durch die Bakterienstämme unter bestimmten 
Wachstumsbedingungen Selektionsvorteile gegenüber Konkurrenten erlangen.  
Mögliche Quellen für neues genetisches Material sind neben Geninseln auch andere mobile 
DNA-Elemente. Den Geninseln kommt dabei aber eine besondere Rolle zu, da durch ihre 
Übertragung eine größere Zahl von Genen gleichzeitig in das neue Wirtsgenom inseriert wird 
als bei kleineren mobilen Elementen. Darunter sind oftmals gleich alle nötigen Gene für eine 
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bestimmte Funktion, da diese nach der Theorie der „selfish operons“ zumeist als Cluster für 
einen horizontalen Gentransfer en bloc vorliegen (Lawrence u. Roth, 1996). So kann die 
Aufnahme einer Geninsel direkt zu einem veränderten Phänotyp des Wirtsstammes führen 
und eventuell sofort einen Selektionsvorteil bedeuten. Der Erwerb neuer Funktionen in einem 
Schritt bietet den Bakterienstämmen auch die Möglichkeit, sich schneller an variierende 
Lebensbedingungen z. B. in eukaryontischen Wirten anzupassen. 
Die Akquirierung neuer Gene stellt damit einen Mechanismus zur Genomoptimierung auf die 
jeweiligen Lebensbedingungen hin dar. Parallel dazu kommt es aber auch immer zu 
Deletionen größerer DNA-Abschnitte, die ebenso zur Genomoptimierung beitragen können. 
Der damit verbundene Funktionsverlust kann für pathogene Bakterien auch einen 
Selektionsvorteil bedeuten (Maurelli et al., 1998). Bei obligat intrazellulären Pathogenen und 
symbiontisch lebenden Bakterien wird das Genom zur Optimierung sogar drastisch reduziert 
(Moran, 2002; van Ham et al., 2003).  
Der Aufbau eines bakteriellen Genoms wird also entscheidend durch Insertionen und 
Deletionen großer DNA-Blöcke mitbestimmt. In diesem Aufbau spiegelt sich auch der 
Lebensstil des jeweiligen Bakteriums wider (Dobrindt et al., 2004). Genome mit hoher 
Plastizität und zahlreichen integrierten Geninseln findet man vornehmlich in Bakterien, die 
gemeinsam mit anderen Spezies Lebensräume kolonisieren. Durch die Präsenz anderer 
Spezies ist ein größeres Spektrum an DNA-Elementen vorhanden, dass durch horizontalen 
Gentransfer aufgenommen werden kann. Daher findet man solche integrierten DNA-Elemente 
eher in Bakterien, die in Biofilmen, in der Rhizosphäre oder auf der Mucosa von Tieren und 
Menschen leben.  
Die Genome verschiedener Stämme solcher Spezies weisen dementsprechend eine hohe 
Diversität auf. Größere Anteile des Genoms sind innerhalb der Spezies nicht konserviert, 
sondern stellen Stamm- oder Klon-spezifische DNA dar, die an verschiedenen Punkten in das 
Kerngenom inseriert ist. 
1.2 Pseudomonas aeruginosa 
Die Spezies Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) wird auf Grundlage der 16S rRNA-
Sequenzen taxonomisch der Gruppe der γ-Proteobakterien zugeordnet (Olsen et al., 1994). 
P. aeruginosa wird als Typenspezies der rRNA-Homologiegruppe I der Pseudomonaden 
geführt (Palleroni, 1993) und stellt die bekannteste und humanmedizinisch bedeutsamste 
Spezies innerhalb der Gattung Pseudomonas dar. Namensgebend für das stäbchenförmige, 
Gram-negative, fakultativ anaerobe Bakterium war die Produktion verschiedener farbiger 
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Substanzen wie beispielsweise Pyoverdin (Braveny u. Krump-Schmidt, 1985) oder Pyocyanin 
(Palleroni, 1986).  
P. aeruginosa zeichnet sich durch eine große metabolische Vielseitigkeit und eine ubiquitäre 
Verbreitung in der Natur aus. So wurden Bakterien dieser Spezies in verschiedenen 
aquatischen Lebensräumen wie in Flüssen, marinen Küstengewässern (Pellet et al., 1983), 
Abwässern (Rhame, 1980) aber auch in Trinkwasserleitungen (Hardalo u. Edberg, 1997) 
detektiert. Andere Isolate stammen aus der Rhizosphäre (Botzenhardt u. Döring, 1993) oder 
von der Oberfläche von Pflanzen (Cho et al., 1975). Vermehrt wurden P. aeruginosa Stämme 
auch in kontaminierten Böden und Gewässern identifiziert, wo sie an der Biodegradation 
toxischer Komponenten beteiligt sein können (Ridgway et al., 1990). 
Zusätzlich tritt die Spezies P. aeruginosa auch als human-, tier- und pflanzenpathogenes 
Bakterium auf. Unabhängig vom Wirt werden dabei die gleichen Virulenzfaktoren genutzt 
(Costerton, 1980; Rahme et al., 1995). Für den Menschen verläuft eine Kolonisierung durch 
P.  aeruginosa im allgemeinen harmlos. Infektionen treten jedoch bei systemisch oder lokal 
geschwächtem Immunsystem auf. Betroffen sind so immunsupprimierte Personen, Patienten 
mit schweren Brandwunden, Malignomen, HIV-Patienten sowie Personen, die an 
Mukoviszidose leiden (Schaal, 1994). Darüber hinaus tritt P. aeruginosa vermehrt als Erreger 
bei nosokomialen Infektionen auf (Quinn, 1998) und wurde vor allem bei Infektionen des 
Urogenital-Traktes detektiert (Horan, 1986). Bei Mukoviszidose-Patienten (CF-Patienten) 
kommt es zumeist zu einer chronischen Besiedlung der unteren Atemwege. Die damit 
verbundene Inflammation und Destruktion des befallenen Lungengewebes ist ein 
entscheidender Faktor für den Krankheitsverlauf und die Hauptursache für die reduzierte 
Lebenserwartung von CF-Patienten (Govan u. Deretic, 1996). 
 
P. aeruginosa sezerniert bei der Besiedlung von Gewebe und der Invasion von Epithelzellen 
verschiedene Virulenzfaktoren, die in die betroffenen Zellen sezerniert werden (Nicas u. 
Iglewski, 1986; Döring et al., 1987). Dazu gehören u. a. die Zelltod-auslösenden Proteine 
Exotoxin A (Wick et al., 1990) und Exoenzym S (Frank 1997) und Proteasen wie Elastase, 
alkalische Phosphatase und das LasA-Fragment, die die Gewebestruktur im Wirt zerstören 
und verschiedene Bestandteile der Immunabwehr hydrolysieren (Peters u. Galloway, 1990). 
Zusätzlich werden noch Rhamnolipide freigesetzt, die hitzestabile Cytotoxine darstellen und 
Detergens-ähnliche Eigenschaften besitzen (Liu, 1974). Zum Großteil wird die Expression 
dieser Virulenzfaktoren in Abhängigkeit von der Zelldichte über quorum-sensing Systeme 
reguliert (van Delden u. Iglewski, 1998).  
 14
Bei chronischer Besiedlung von Mukoviszidose-Patienten-Lungen kommt es in den meisten 
Fällen zur Ausbildung eines persistierenden mukoiden Phänotyps (Govan u. Nelson, 1992; 
Deretic et al., 1995). Die mukoide Morphologie resultiert aus einer starken Produktion von 
Alginat (Pedersen et al., 1992) und geht einher mit dem Verlust von Fimbrien und Flagellen 
(Mahenthiralingam et al., 1994), so wie spezifischen Modifikationen der Lipopolysaccharid-
Ketten der äußeren Membran (Goldberg u. Pier, 1996; Ernst et al., 1999). Bei wiederholter 
Behandlung der chronischen Infektion mit Antibiotika wurde in einigen Fällen auch ein 
weiterer Morphotyp, sog. small colony variants, beobachtet (Häussler et al., 1999).  
 
Die metabolische Vielseitigkeit von P. aeruginosa und dessen Anpassungsfähigkeit an 
verschiedene Habitate geht einher mit einem umfangreichen genetischen Repertoire. Das 
Genom des komplett sequenzierten Stammes PAO1 weist eine Größe von 6,264 Mb auf 
(Stover et al., 2000) und gehört damit zu den größten bisher sequenzierten Bakteriengenomen. 
Das PAO1 Genom ist um über 35 % größer als das von Escherichia coli K12. Annotiert 
wurden 5570 potentielle Gene bzw. offene Leserahmen (open reading frames, ORFs), deren 
Anzahl ist damit bei P. aeruginosa so hoch wie in der eukaryontische Hefe Saccharomyces 
cerevisiae, auf deren Chromosomen ca. 6200 ORFs lokalisiert sind (Ball et al., 2000). Für 
über 45 % der 5570 ORFs aus PAO1 hatte sich keine Funktionsvorhersage ergeben. 
Bemerkenswert viele ORFs wurde jedoch als potentielle Transkriptionregulatoren (Anteil 
7,2 %) oder Bestandteile von Zwei-Komponenten-Regulatorsystemen (2,1 %) beschrieben. 
Solche höheren Anteile an Regulatorgenen wurden auch in anderen Spezies gefunden, die 
verschiedene Habitate kolonisieren (5,3 % bei Bacillus subtilis, 5,8 % bei Escherichia coli). 
Bei Pathogenen, die auf definierte Lebensräume spezialisiert sind, ist dieser Anteil deutlich 
geringer (3 % bei Mycobacterium tuberculosis,  1 % bei Helicobacter pylori). Außer der 
verhältnismäßig großen Menge genetischen Materials scheint also auch eine Vielzahl an 
Regulationsmechanismen zur metabolischen Vielseitigkeit von P. aeruginosa beizutragen. 
Besonders die vielen Zwei-Komponenten-Regulatorsysteme ermöglichen die Anpassung an 
veränderte Umweltbedingungen (Stover et al., 2000). 
 
Für die Spezies P. aeruginosa wurde eine hohe Genomdiversität der einzelnen Stämme 
nachgewiesen, verursacht durch Insertionen und Deletionen verschiedener DNA-Blöcke. Die 
Genomgröße variiert zwischen 5,2 und 7 Mb (Schmidt et al., 1996). Der Anteil der zwischen 
zwei Stämmen nicht konservierten DNA kann deutlich über 20 % der jeweiligen Genome 
ausmachen, selbst beim Vergleich klonaler Varianten beträgt der Anteil der variablen DNA-
Abschnitte teilweise über 10 % (Römling et al., 1997).  
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Durch das Sequenzierprojekt stehen Informationen über das komplette genetische Material 
des Stammes PAO1 zur Verfügung. Dieses beinhaltet spezies-spezifische DNA, die zum 
Kerngenom von P. aeruginosa gehört, und PAO1-spezifische Insertionen. Durch den 
Nachweis konservierter PAO1-ORFs in 18 verschiedenen Klinik- und Umweltisolaten 
wurden 24 DNA-Segmente als variable Bereiche des PAO1-Genoms identifiziert (Wolfgang 
et al., 2003). Insgesamt 5183 PAO1-ORFs (93,4 %) waren in allen Stämmen konserviert und 
wurden als Kerngenom der Spezies definiert. Die Informationen über diese Sequenzabschnitte 
können auf entsprechende Abschnitte in anderen Stämmen übertragen werden, da für P. 
aeruginosa Stämme in 97,5 % der konservierte Bereiche eine Sequenzdiversität von 
durchschnittlich nur 0,5 % ermittelt worden war (Kiewitz u. Tümmler, 2000; Spencer et al., 
2003).  
Die Sequenz des Stammes PAO1 eignet sich also als Referenzsequenz für die Bereiche aus 
den Genomen anderer Stämme, die zum spezies-typischen Kerngenom gehören. Der hohe 
Anteil variabler DNA, in dem die individuellen phänotypischen Charakteristika einzelner 
Stämme kodiert sind, muss gesondert untersucht werden. 
1.3 Genomdiversität in Pseudomonas aeruginosa Klon C 
Klon C ist einer der dominierend auftreten Pseudomonas aeruginosa Klone in Europa, 
dazugehörige Stämme wurden aus verschiedenen Habitaten, beispielsweise den Lungen von 
Mukoviszidose-Patienten, Klinikumgebungen oder Flusswasser isoliert (Römling et al., 
1994(B)). Zur Analyse der intraklonalen Genomdiversität erfolgte in Klon C Stämmen die 
Bestimmung der variablen Bereiche der Genome. Dabei wurden durch Vergleiche von 
Makrorestriktionskarten für 21 Stämme die Positionen von inserierten und deletierten DNA-
Blöcken, sowie die Endpunkte chromosomaler Inversionen bestimmt (Römling et al., 1997). 
Auf diese Weise konnte die chromosomale Architektur für die jeweiligen Stämme 
miteinander verglichen und die Plastizität des P. aeruginosa Klon C Genoms beschrieben 
werden. 
Die Genome der einzelnen Stämme sind 450 – 700 kb größer als das von P. aeruginosa 
PAO1. Gegenüber dem Genom des Typenstammes C weisen die Genome anderer Klon C 
Isolate Insertionen oder Deletionen von 1 – 214 kb großen DNA-Blöcken sowie in 
Einzelfällen chromosomale Inversionen auf. Die detektierten Insertionen und Deletionen, 
anhand derer vier Subgruppen für Klon C definiert werden können, sind dabei nicht 
gleichmäßig im Klon C Genom verteilt (siehe Abbildung 1.1).  
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Im Bereich um den Replikationsursprung herum weisen die Klon C Stämme keine neu 
inserierten oder ausgeschnittenen DNA-Abschnitte auf. Für drei Regionen des Genoms ist 
hingegen eine besonders ausgeprägte Variabilität zu beobachten, da sich dort jeweils die 
Positionen verschiedener Insertionen und Deletionen befinden. Diese Regionen mit hoher 
Plasitizität des Genoms sind als „hypervariable Regionen“ definiert worden. Die 
hypervariable Region 1 liegt im Bereich der Markergene lipA und lipH, die hypervariable 
Region 2 in der Nähe der Gene pilA und hemA. Die dritte Region ist auf dem 




































































































Abbildung 1.1: Restriktionskarte von P. aeruginosa C mit einer Übersicht der in den anderen
Klon C Stämmen beobachteten DNA-Rearrangements (übernommen aus K. D. Larbig,
Dissertation, 2001). Die Symbole kennzeichnen die verschiedenen aufgetretenen genomischen
Veränderungen.     bzw.   : Verlust/Entstehung einer SpeI Schnittstelle;      bzw.      : Deletion /
Insertion von DNA;  X: Endpunkte von Inversionen. Die Zahlen in den Symbolen geben an, wie
häufig eine bestimmte Veränderung in den Klon C Stämmen gefunden wurde. Dunkel unterlegte
Bereiche kennzeichnen DNA-Blöcke, die in Stamm C gegenüber PAO zusätzlich inseriert sind.
Die hellen Kreise markieren die drei hypervariablen Regionen. Die Positionen des
Replikationsursprungs (oriC) und der rrn-Operons sind angegeben. 
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Auffälligerweise liegen in allen drei hypervariablen Regionen große DNA-Blöcke, die im 
Vergleich zum PAO in Stamm C zusätzlich ins Genom inseriert sind. In der hypervariablen 
Region 2 wird dieser DNA-Block durch das integrierte Plasmid pKLC102 gebildet (Römling 
et al., 1997; K. D. Larbig, Dissertation 2001). 
Für den Stamm C (Isolat aus CF-Lunge) und die klonale Variante SG17M (Umweltisolat) 
erfolgte eine detaillierte Analyse der hypervariablen Region 1. Dabei wurden in beiden 
Stämmen ca. 100 kb große, stammspezifische Geninseln detektiert, die komplett sequenziert 
und annotiert worden sind (Larbig et al., 2002). Die allgemeinen Charakteristika dieser 
Geninseln PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) sind in Tabelle 1.1 aufgeführt: 
 







Anzahl der ORFs 
pro 10 kb 
PAGI-2(C) 104954 64,7 % 90,4 % 113 10,7 
PAGI-3(SG) 103304 59,2 % 82,7 % 105 10,2 
PAO1-Genom 6624403 66,6 % 89,4 % 5570 8,9 
 
Tabelle 1.1: Allgemeine Charakteristika der Geninseln PAGI-2(C) und PAGI-3(SG), verglichen mit 
dem PAO1-Genom (Stover et al., 2000). 
 
 
Beide Inseln sind an tRNAGly-Genen ins Genom integriert, die in einem konservierten tRNA-
Cluster im Kerngenom vor dem ORF PA2820 lokalisiert sind. Die Sequenzen beider Inseln 
und die einzelnen ORFs sind in der Datenbank GenBank (PAGI-2(C) acc. no. AF440523; 
PAGI-3(SG) acc. no. AF440524) abgelegt und zusätzlich im Anhang (Kapitel 12.3) 
dargestellt.  
Obwohl PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) stammspezifische DNA-Insertionen darstellen, weisen 
sie außer der Lokalisation im Chromosom und der ähnlichen Größe noch weitere signifikante 
Gemeinsamkeiten auf: 47 ORFs aus PAGI-2(C) sind mit einer durchschnittlichen Identität der 
Aminosäuren-Sequenzen von 64,8 % in PAGI-3(SG) konserviert (siehe Tabelle 1.2).  
 
Die Reihenfolge, in der die konservierten Gene in beiden Inseln angeordnet sind, ist für 46 der 
47 ORFs identisch. Die einzige Ausnahme bilden die ORFs C4 und SG105, die einen 
potentiellen Transkriptionsregulator kodieren. Die Abfolgen der konservierten ORFs ist zwar 
durch einige stamm-spezifische ORFs unterbrochen, trotzdem ergibt sich für beide Inseln eine 
zweigeteilte Struktur (siehe Abbildung 1.2) mit einer spezifischen Seite (nur die Integrase-
Gene C1 und SG1 sowie der ORF C4 sind auf der linken Seite konserviert) und einer 
größtenteils konservierten Seite. 
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PAGI-2(C) PAGI-3(SG) PAGI-2(C) PAGI-3(SG) PAGI-2(C) PAGI-3(SG)
C1 SG1 C53 SG63 C81 SG87
C4 SG105 C54 SG64 C83 SG89
C36 SG44 C55 SG65 C89 SG90
C39 SG47 C64 SG67 C91 SG91
C40 SG48 C65 SG68 C93 SG92
C41 SG49 C66 SG69 C94 SG93
C42 SG50 C67 SG70 C101 SG96
C43 SG51 C68 SG71 C102 SG97
C44 SG52 C69 SG72 C103 SG98
C45 SG53 C70 SG73 C104 SG99
C47 SG57 C71 SG81 C105 SG100
C48 SG58 C72 SG82 C106 SG101
C49 SG59 C74 SG83 C107 SG102
C50 SG60 C75 SG84 C108 SG103
C51 SG61 C79 SG85 C109 SG104
C52 SG62 C80 SG86
kb
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105
kb
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105
C
SG
Abbildung 1.2: Vergleich der Geninseln PAGI-2(C) (unten) und PAGI-3(SG) (oben). 
Die annotierten ORFs werden durch Pfeile repräsentiert. Homologe ORFs in den beiden
Geninseln sind durch blaue Felder miteinander verbunden. Graue Felder auf den Maßstabs-
leisten kennzeichnen DNA-Abschnitte mit ORFs, die an DNA-Organisation, Transfer und















Tabelle 1.2: Homologe ORFs in den Geninseln PAGI-2(C) und PAGI-3(SG). PAGI-2(C)-ORFs sind 
mit C1, C2 usw. bezeichnet, PAGI-3(SG)-ORFs mit SG1, SG2, usw. 
 
Die spezifischen Abschnitten der beiden Geninseln sind mosaikartig zusammengesetzt. In 
PAGI-3(SG) sind dort u. a. Proteine kodiert, die an Metabolismus und Transport von 
Aminosäuren beteiligt sind, sowie Coenzyme und weitere putative Enzyme. PAGI-3(SG) 
wurde demnach als Metabolismus-Geninsel beschrieben (Larbig et al., 2002). In PAGI-2(C) 
sind in den spezifischen Abschnitten u. a. Gene lokalisiert, die ein Cytochrom C Biogenese 
System und Thiol-Disulfid-Austausch-Proteine kodieren, sowie ein integriertes Transposon 
mit einem potentiellen Quecksilber-Resistenzcluster (siehe Tabelle 1.3). Die Geninsel scheint 











Die konservierten Bereiche enthalten außer vielen hypothetischen ORFs einige Gene, die 
DNA-Rekombinationsproteine und –reparaturproteine kodieren (C45, C101, C102 bzw. 
SG53, SG96, SG97), ein soj Gen zur Aufteilung von Chromosomen und anderen DNA-
Elementen bei Zellteilungen (C108 bzw. SG103), sowie ein Integrase-Gen (C1 bzw. SG1). 
Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass zumindest ein Teil der konservierten ORFs an 
Integration, Stabilisierung und Transfer der Geninseln beteiligt ist. Dies ergab das Bild von 
PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) als verwandte, partiell konservierte Geninseln, die ähnliche 
Systeme für lateralen Transfer und chromosomale Integration besitzen, aber mit den 
spezifischen Teilen, dem sog. „Cargo“, individuelle metabolische Funktionen auf das 
Wirtsgenom übertragen (Larbig et al., 2002).  
PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) könnten damit Vertreter eines neuen Typs von Geninseln sein, 
die durch individuelles Cargo und homologe strukturelle Bereiche gekennzeichnet sind. 
PAGI-2(C) wurde als Referenzinsel für die Detektion weiterer partiell konservierter DNA-
Elemente verwendet. In Tabelle 1.3 ist eine Übersicht über die Annotationsergebnisse für die 
einzelnen ORFs dieser Geninsel angegeben. 
 
Tabelle 1.3 (folgende Seiten):  
Annotationsübersicht für PAGI-2(C) (aus K. D. Larbig, Dissertation, 2001) 
*: Für ORF C47 wurden die Position des Starts und die Länge des Genprodukts gegenüber der 
Original-Annotation verändert. Nach der Detektion eines wahrscheinlichen Sequenzierfehlers im 
bestehenden Sequenzcontig wurde eine neue Startposition für diesen ORF festgelegt. C47 umfasst 
daher jetzt 963 aa statt 943 aa wie in der früheren Version. 
 
ORF -















C1 229 2160 643 63,77 int  X.  fastidiosa 0.0E+00 87 
C2 3016 2360 218 59,06  Hypoth. Protein (XF1719) X.  fastidiosa 1.0E-71 79 
C3 3136 3429 97 58,84  Hypoth. Protein (XF1720) X.  fastidiosa 9.0E-30 80 
C4 4341 3451 296 61,62 bphR Transkriptionsregulator-Protein Ralstonia eutropha 9.0E-83 68 
C5 4702 4379 107 62,96  0    
C6 6110 4734 458 67,39  Putative Pyridin-Nukleotid-Disulfid-Oxidoreductase, Klasse I Vibrio cholerae 1.0E-73 52 
C7 6959 6153 268 65,55  Kons. hypoth. Membranprotein (slr1262) 
Synechocystis sp. 
(strain PCC 6803) 5.0E-25 51 
C8 7823 7050 257 63,95 dsbG Thiol:Disulfid-Austauschprotein (PA2476) P. aeruginosa 2.0E-51 61 
C9 8662 7826 278 63,20  Putatives Thiol:Disulfid-Austauschprotein (PA2477) P. aeruginosa 6.0E-48 56 
C10 10515 8662 617 64,94 dsbD Putatives Thiol:Disulfid-Austauschprotein (PA2478) P. aeruginosa 1.0E-135 57 
C11 11479 10598 293 61,79 cycH Cytochrom C-Typ Biogenese Protein Sinorhizobium meliloti 5.0E-17 43 
C12 11931 11476 151 57,46 cycL/ccmH/ ccl2 
Cytochrom C-Typ Biogenese 
Protein (Vorläufer) Sinorhizobium meliloti 3.0E-25 61 
C13 12452 11928 174 60,38 ccmG/helX Cytochrom C-Typ Biogenese Protein PA1481 P. aeruginosa 3.0E-37 61 
C14 14410 12449 653 62,28 ccmF/ccl1 Cytochrom C-Typ Biogenese Protein PA1480 P. aeruginosa 0.0E+00 69 
C15 14860 14414 148 60,63 cycJ/ ccmE Cytochrom C-Typ Biogenese Protein P.  fluorescens 6.0E-35 71 
C15b 15035 14844 63 62,50 ccmD Häm Exporterprotein D Vibrio cholerae 2.E-03 53 
C16 15769 15032 245 62,33 ccmC Häm Exporterprotein C Vibrio cholerae 9.0E-67 69 
C17 16468 15782 228 63,17 ccmB Cytochrom C Reifungsprotein B Shewanella putrefaciens 6.0E-65 75 
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ORF -















C18 17076 16465 203 59,64 ccmA Häm Exporterprotein A Vibrio cholerae 7.0E-39 61 
C19 17257 17925 222 65,02 armR Antwort-Regulator Pseudomonas sp. JR1 4.0E-59 66 
C20 17922 19307 461 63,06 armS Sensor-Kinase Pseudomonas sp. JR1 5.0E-77 56 
C21 21059 19461 532 64,54 cutE Apolipoprotein N-Acyltransferase P.  aeruginosa 3.0E-67 48 
C22 23399 21084 771 65,54  Putative Metallkationen-transportierende ATPase 
Streptomyces 
coelicolor A3(2) 9.0E-87 47 
C23 24420 23323 365 61,66  Hypoth. Protein PA2481 P.  aeruginosa 4.0E-70 62 
C24 25222 24404 272 64,35  ORF21 Moritella marina 4.0E-23 54 
C25 25860 25219 213 64,02 fixO/ ccoO Cytochrom c Oxidase UE Moritella marina 3.0E-17 49 
C26 27413 25857 518 60,44 fixN/ ccoN Cytochrom c Oxidase UE Moritella marina 6.0E-68 50 
C27 29602 27932 556 67,56  Hypoth. Protein slr0876 Synechocystis sp. 1.0E-106 63 
C28 30610 29651 319 64,79  Hypoth. Protein PA2915 P.  aeruginosa 2.0E-99 72 
C29 31244 30717 175 68,18  Hypoth. 18.6 kD Protein Escherichia coli 1.0E-47 70 
C30 31578 31267 103 61,86  Transkriptionsaktivator Vibrio cholerae 6.0E-16 69 
C31 31728 32954 408 70,17  (Metabolit-Transporterprotein) Bacillus subtilis 2.0E-34 45 
C32 33031 33408 125 65,87  Hypoth. Protein Rv1767 M. tuberculosis 3.0E-22 48 
C33 33519 33890 123 58,06  0    
C34 34744 33950 264 64,91 fenO Hydroxybutyryl-Dehydratase Bacillus subtilis 2.0E-24 49 
C35 35156 36151 331 63,55  Transkriptionsregulator (PA1182) P.  aeruginosa 2.0E-42 51 
C36 38091 36199 630 65,03  Hypoth. Protein XF1753 X.  fastidiosa 0.0E+00 83 
C37 38407 39033 208 65,55  Kons. hypoth. Protein XF1754 X.  fastidiosa 1.0E-105 94 
C38 39046 39678 210 63,98  Kons. hypoth. Protein XF1755 X.  fastidiosa 1.0E-112 96 
C39 39752 40111 119 65,56  Hypoth. Protein XF1756 X.  fastidiosa 1.0E-15 86 
C40 41674 40127 515 62,21  0    
C41 42046 41690 118 70,03  0    
C42 43437 42043 464 67,46  0    
C43 44397 43447 316 66,67  0    
C44 44840 44394 148 68,01  0    
C45 45499 45005 164 63,00 radC DNA Reparaturprotein (XF0148) X.  fastidiosa 9.0E-34 70 
C46 46439 45675 254 67,45  Hypoth. Protein PA0982 P.  aeruginosa 4.0E-28 61 
C47* 49355 46464 963* 66,56  (Sexpilus Assemblierungs- und Syntheseprotein) 
Sphingomonas 
aromaticivorans 1.0E-07 41 
C48 49795 49355 146 68,93  0    
C49 51194 49776 472 68,71  0    
C50 52095 51184 303 71,49  0    
C51 52784 52092 230 68,11  0    
C52 53179 52781 132 69,92  0    
C53 53551 53192 119 66,67  0    
C54 53801 53568 77 64,53  0    
C55 54181 53798 127 72,40  0    
C56 54385 54855 156 59,66  Putative Excisionase ORF277 2.0E-16 57 
C57 54852 55427 191 61,11  Hypoth. Protein ORF271 
Sphingomonas 
aromaticivorans 
Plasmid pNL1 2.0E-23 52 
C58 55445 56359 304 59,13  CG11743 gene product Drosophila  7.0E-26 50 
C59 56356 56826 156 61,36  0    
C60 56823 57323 166 56,69  0    
C61 57323 58225 300 58,69  0    
C62 58030 58989 319 60,42  (Hypoth. Protein) Vibrio cholerae 5.0E-04 51 
C63 58999 61623 874 66,70  0    
C64 62413 61664 249 66,00  0    
C65 64599 62410 729 65,62  Hypoth. Protein Salmonella typhi 7.0E-30 43 
C66 65152 64604 182 72,86  0    
C67 65739 65149 196 73,10  Hypoth. Protein RP457 Rickettsia prowazekii 4.0E-12 50 
C68 66458 65721 245 70,60  0    
C69 67115 66471 214 71,01  (Kons. hypoth. Protein) D. radiodurans 7.0E-05 45 
C70 67711 67112 199 68,83  PilL Salmonella typhi 3.0E-19 51 
C71 70129 67850 759 64,87  Hypoth. Protein pXO1-08 B. anthracis Virulenz Plasmid pXO1 9.0E-43 44 
C72 70571 70266 101 64,05  0    
C73 70981 70661 106 61,68  0    
C74 72141 71032 369 66,22  Hypoth. Protein pXO1-10 B. anthracis Virulenz Plasmid pXO1 5.0E-11 46 
C75 72853 72206 215 67,28  0    
C76 73190 72930 86 60,54  Hypoth. Protein XF1757 X.  fastidiosa 1.0E-39 92 
C77 73614 73207 135 65,69  Hypoth. Protein XF1758 X.  fastidiosa 6.0E-68 92 
C78 74060 73719 113 61,70  Kons. Plasmidprotein XF1759 X.  fastidiosa 3.0E-50 89 
C79 74844 74155 229 67,25  Hypoth. Protein XF1760 X.  fastidiosa 1.0E-106 87 
C80 75766 74939 275 63,41  Plasmid F (oriT 5' Region) ORF 273 Escherichia coli 2.0E-88 74 
C81 76910 75912 332 64,86  (Hypoth. Protein XF1761) X.  fastidiosa 1.0E-156 91 
C82 77412 77128 94 75,09  (Kons. hypoth. Protein XF1762) X.  fastidiosa 2.0E-41 93 
C83 77980 77720 86 68,97  (Hypoth. Protein XF1764) X.  fastidiosa 7.0E-36 86 
C84 78691 78050 213 65,26  Transposase für Tn21 Plasmid R100 2.0E-90 97 
C84b 79047 78532 171 66,28  Transposase für Tn21 Plasmid R100 6.0E-51 91 
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ORF -















C85 80754 79066 562 69,03 merA Quecksilber (HgII) Reduktase Thiobacillus sp. 0.0E+00 85 
C86 81052 80765 95 65,97 merP Periplasmatisches Quecksilber-Ionen-bindendes Protein 
Sphingomonas 
paucimobilis 5.0E-32 86 
C87 81415 81065 116 67,24 merT Quecksilber-Ionen Transportprotein 
Escherichia coli 
Plasmid pDU1358 2.0E-55 92 
C88 81487 81894 135 63,48 merR Quecksilber-Resistenz Regulator P.  stutzeri 9.0E-52 83 
C89 82980 82156 274 64,73  0    
C90 83547 83269 92 60,22  0    
C91 84382 83645 245 64,77  0    
C92 85203 84466 245 63,69  0    
C93 85727 85335 130 62,09  Hypoth. Protein XF1771 X.  fastidiosa 2.0E-66 95 
C94 86162 85749 137 63,53  Hypoth. Protein XF1772 X.  fastidiosa 2.0E-35 74 
C95 86610 86299 103 62,18  Hypoth. Protein XF1773 X.  fastidiosa 1.0E-17 84 
C96 87447 86947 166 61,48 lspA Lipoprotein Signalpeptidase Serratia marcescens 1.0E-32 62 
C97 90363 87451 970 65,67  Schwermetallionen-transpor-tierende P-type ATPase (PA3690) P.  aeruginosa 0.0E+00 77 
C98 90455 90853 132 60,15  Transkriptionsregulator (PA3689) P.  aeruginosa 5.0E-37 68 
C99 91544 91308 78 61,18  0    
C100 91929 92564 211 61,48 (czcD) Transporter/Integrales Membranprotein (putativ) Neisseria meningitidis 8.0E-26 58 
C101 95318 93288 676 66,42 topB DNA Topoisomerase III (XF1776) X.  fastidiosa 0.0E+00 92 
C102 96042 95602 146 65,53 ssb Einzelstrang-DNA bindendes Protein (XF1778) X.  fastidiosa 1.0E-71 88 
C103 96643 96116 175 64,20  Hypoth. Protein (XF1779) X.  fastidiosa 9.0E-78 85 
C104 97431 96640 263 66,41  Hypoth. Protein (XF1780) X.  fastidiosa 1.0E-123 88 
C105 99099 97861 412 67,72  Hypoth. Protein (XF1781) X.  fastidiosa 0.0E+00 88 
C106 99663 99103 186 65,60  Kons. hypoth. Protein (XF1782) X.  fastidiosa 1.0E-96 96 





C108 102478 101603 291 68,72 soj Protein zur Chromosomen-Aufteilung (XF1785) X.  fastidiosa 1.0E-150 93 
C109 102742 102521 73 63,96  Phagenprotein (XF1786) X.  fastidiosa 9.0E-35 99 
C110 103598 102852 248 57,56  Hypoth. Protein (XF1787) X.  fastidiosa 1.0E-101 86 
C111 104049 104549 166 55,69  0    
 
1.4 Ziel der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung und Analyse von Geninseln in Pseudomonas 
aeruginosa Stämmen, die zur beobachteten Genomdiversität in dieser bakteriellen Spezies 
beitragen. 
Für P. aeruginosa Klon C waren drei sog. „hypervariable“ Genomregionen durch den 
Vergleich der chromosomalen Architektur verschiedener Stämme identifiziert worden. Für 
zwei klonale Varianten (Stämme C und SG17M) waren in einer dieser hypervariablen 
Regionen partiell konservierte Geninseln mit einer Größe von ca. 100 kb detektiert und 
sequenziert worden, die nicht im Genom des Referenzstammes PAO vorhanden waren.  
 
Für den Stamm C sollen die in den anderen hypervariablen Regionen lokalisierten DNA-
Blöcke analysiert und mit den oben beschriebenen Geninseln verglichen werden. Dazu gehört 
die Kartierung der Insertionspunkte für die Integration in das Wirtschromosom und die 
Sequenzierung der in den Geninseln lokalisierten DNA. Die Sequenzen sollen auf Hinweise 
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zur Funktion der inserierten DNA, ihre mögliche Herkunft und insbesondere auf Homologien 
zu den bereits bekannten Geninseln hin untersucht werden.  
In einer der Regionen liegt als Geninsel ein integriertes Plasmid vor. In P. aeruginosa Klon K 
existiert ein ähnliches Plasmid, für das ebenfalls chromosomale Integrationspunkte sowie die 
Ähnlichkeit zum Klon C Plasmid analysiert werden sollen. 
Außerdem soll die Verbreitung ähnlicher Geninseln in der Spezies P. aeruginosa untersucht 
werden. PAGI-2(C), die erste sequenzierte Geninsel aus dem Stamm C, dient dafür als 
Referenz. Für diese Analysen soll ein Makroarray für Hybridisierungsexperimente generiert 
werden, der die potentiellen Gene aus PAGI-2(C) repräsentiert. Ziel ist dabei, durch Detektion 
PAGI-2(C)-homologer Abschnitte in anderen Stämmen verwandte Geninseln nachzuweisen. 
Über deren konservierte DNA-Abschnitte soll eine neuartige „Familie“ integrativer DNA-
Elemente und deren Beitrag zur Genomdiversität in P. aeruginosa definiert werden. Die 
einzelnen Geninseln sollen darüber hinaus, soweit möglich, verschiedenen Subtypen 
innerhalb dieser Familie zugeordnet werden. 
 
Für eine nähere Charakterisierung der einzelnen Geninseln und ihrer Bedeutung für den 
Organismus wären experimentelle Daten zu den Funktionen der kodierten Proteine 
erforderlich. Daher sollen auch erste Transkriptionsanalysen für die potentiellen Gene in 
PAGI-2(C) durchgeführt werden.  
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Material und Methoden 
Alle verwendeten Lösungen wurden entweder mit bidestilliertem Wasser oder hochreinem 
Wasser („epure“-Wasser) aus einer entsprechenden Aufbereitungsanlage angesetzt. Die 
benötigten Chemikalien wurden größtenteils von den Firmen Merck, Sigma oder Roth 
bezogen, andere Hersteller sind gegebenenfalls direkt mit den Chemikalien aufgeführt. 
Verwendet wurden generell Chemikalien mit dem Reinheitsgrad „pro analysis“ bzw. „für 
Analysen geeignet“ oder mit dem höchsten erhältlichen Reinheitsgrad. Soweit nicht anders 
vermerkt, wurden alle selbst angesetzten Lösungen und Verbrauchsmaterialien 
(Pipettenspitzen, Reaktionsgefäße etc.) vor Gebrauch mind. 30 min unter Wasserdampfdruck 
bei 121°C im Autoklaven erhitzt. Restriktionsendonukleasen und dazugehörige 
Reaktionspuffer wurden von den Firmen New England Biolabs oder MBI Fermentas 
erworben. Für andere Enzyme ist der jeweilige Hersteller an den entsprechenden Stellen 
angegeben. Prozentangaben für die Zusammensetzung von Lösungen geben bei Einwaage von 
Feststoffen das Verhältnis Masse/Volumen an, bei Zugabe flüssiger Substanzen das 
Verhältnis Volumen/Volumen. 
2.1 Bakterienstämme und -anzucht, Vektoren 
2.1.1 Bestimmung der Bakterienzelldichte 
Die Bestimmung der Zelldichte von Bakterienkulturen erfolgte photometrisch durch Messung 
der optischen Dichte (OD) der Kulturen bei einer Wellenlänge von 600 nm. Der 
Zusammenhang zwischen optischer Dichte und Zelldichte ist dabei: 
 für Pseudomonas aeruginosa: 0,6 OD600 nm   ≈     1.109 Zellen/ml 
 für Escherichia coli: 1,0 OD600 nm   ≈  0,8.109 Zellen/ml 
 
2.1.2 Verwendete Medien 
Luria-Bertani-(LB)-Medium: 10 g/l Select-Pepton 140 (Gibco BRL), 5 g/l Hefeextrakt  
(GibcoBRL), 5 g/l NaCl, pH 7,0 
LB-Amp-Medium: LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin 
0,5 x LB-Medium: 5 g/l Select Pepton 140 (Gibco BRL), 2,5 g/l Hefeextrakt 
(Gibco BRL), 2,5 g/l NaCl, pH 7,0 
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Nutrient-Broth-(NB)-Medium: 5 g/l Select-Pepton 140 (Gibco BRL), 3 g/l Rinderextrakt 
(Gibco BRL), pH 7,0 
Vogel-Bonner-(VB)-Medium: 2,1 g/l Na-citrat . H20, 5,86 g/l NaNH4HPO4 . 4H20,  
8,44 g/l K2HPO4 . 3H20, 0,8 g/l MgSO4 . 4H20,  
50 g/l Kalium-(D)-gluconat, pH 7,2; die Lösung wird 
zunächst ohne Kaliumgluconat angesetzt und im 
Autoklaven sterilisiert, Kaliumgluconat dann aus einer 
separat angesetzten, sterilfiltrierten Stammlösung 
zugegeben. 
 
Für die Anzucht von Bakterien in Brutschränken auf festen Nährböden wurde den jeweiligen 
Medien 20 g/l Select-Agar (Gibco BRL) zugegeben. Flüssige Bakterienkulturen wurden in 
Schüttelinkubatoren mit 200 – 250 rpm angezogen. Für Dauerkulturen von Bakterienstämmen 
wurden entsprechende Volumina flüssiger frischer Bakterienkultur mit Glycerin versetzt 
(Endkonzentration 15 %) und in Kryogefäßen bei –80°C tiefgefroren. 
2.1.3 Pseudomonas Stämme 
Standardmäßig wurden alle Stämme in LB-Medium bei 37°C angezogen, nur Pseudomonas 
putida KT2440 (Bagdasarian u. Timmis, 1981) bei 30°C. Soweit nicht anders angegeben, 
wurde als Referenzstamm für Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) der Stamm PAO 
DSM1707 (Holloway, 1955) verwendet, der sich vom im Sequenzierprojekt verwendeten 
Stamm PAO1 (Stover et al., 2000) durch eine große chromosomale Inversion und eine 
Insertion von 30 kb unterscheidet. Die analysierten Klon C Stämme (C, C17, SG17M) und 
Klon K Stämme (K, K1, K2) (Römling et al., 1994(B); Römling et al., 1997) sind mit 
Ausnahme von SG17M Isolate aus den Lungen von CF-Patienten. Stamm SG17M wurde aus 
Flusswasser isoliert. 
Die weiteren, im Rahmen der Untersuchungen zur Epidemiologie verwendeten Pseudomonas 
Stämme sind im entsprechenden Ergebnisteil (Kapitel 5) näher beschrieben. 
2.1.4 Ralstonia Stämme 
Die im Zuge der Analysen zur Epidemiologie untersuchten zum Genus Ralstonia gehörenden 
Stämme wurden generell bei 30°C angezogen. Für die Kulturen wurden alternativ 0,5 x LB-
Medium oder NB-Medium wegen des im Verhältnis zu LB-Medium geringeren Salzgehalts 
verwendet. Die Stämme sind Im Ergebnisteil (Kapitel 6) näher beschrieben. 
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2.1.5 Escherichia coli Stämme; Genombibliothek von P. aeruginosa Stamm C 
Die verwendeten Escherichia coli (E. coli) Stämme stammten aus einer Genombibliothek für 
P. aeruginosa Stamm C (angelegt von Dr. K. D. Larbig, beschrieben in ihrer Dissertation, 
2001). Die Stämme DH5α (Hanahan, 1983), XL1-Blue MR (Stratagene) und Sure (Greener, 
1990) dienen in dieser Bank als Wirtsstämme für Cosmide bestehend aus dem Vektor 
SuperCos 1 (Evans et al., 1989) als Rahmen und 30 – 45 kb großen Fragmenten der 
genomischen DNA von P. aeruginosa C als Inserts („pKSCC-Cosmide“). Für die Präparation 
dieser Cosmide wurden Kulturen dieser E. coli Stämme aus der Bank in entsprechenden 
Volumina LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin (Resistenzgen auf SuperCos 1-Rahmen) 
angelegt und bei 37°C inkubiert. 
2.1.6 Vektor SuperCos 1 
Der für die Cosmidbank von P. aeruginosa C verwendete Vektor SuperCos 1 ist 7939 bp groß 
und enthält u. a. zur Selektion auf Ampicillin-Resistenz ein ampr-Gen und eine BamHI-
Schnittstelle für Klonierungen. Die Klonierungsschnittstelle ist von EcoRI- und NotI-
Schnittstellen und von T3- und T7-Promotorsequenzen (siehe Abbildung. 2) umgeben. Der 













Abbildung 2: Karte des Vektors SuperCos 1 (Stratagene). Die Darstellung wurde der 
Informationsseite des Anbieters übernommen (www.stratagene.com/lit/vector.aspx).  
 
Die durch die Ligation mit den gen
in λ-Phagen-Partikel verpackt („λ
Sciences), um mit diesen dann omischen DNA-Fragment erhaltenen Konstrukte wurden 
-DNA in vitro packaging module“, Amersham Life 
die E. coli Wirte zu infizieren. Im verpackten und 
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transfiziertem Cosmid enthält der SuperCos 1-Rahmen dann nur noch eine cos-site, ein 
Fragment von 1082 bp mit der zweiten cos-site fehlt. Der Rahmen besteht somit nur noch aus 
6857 bp. 
(Ligation, Verpackung und Infektion sind in der Dissertation von K. D. Larbig (2001) 
beschrieben.) 
2.2 Präparation von DNA 
2.2.1 Phenol-Chloroform-Extraktion 
Benötigte Lösungen: 
Phenol in TE-Puffer äquilibriert, pH 7,5 – 8,0 
Chloroform Chloroform + Isoamylalkohol  (Verhältnis 24 : 1) 
Phenol-Chloroform-Extraktionen wurden bei diversen Präparationsverfahren zur 
Aufreinigung von DNA in wässrigen Lösungen verwendet. Dazu wurden die DNA-Lösungen 
(z. B. Überstände von Zellysaten) mit dem gleichen Volumen Phenol vermischt, 10 min auf 
Eis inkubiert und die Phasen durch Zentrifugation (15 min, 14000 g) getrennt. Die wässrige 
Phase wurde abgenommen und auf die gleiche Weise noch einmal mit Phenol/Chloroform (1 : 
1 -Gemisch) und einmal mit Chloroform behandelt. Bei Bedarf erfolgten auch mehrere 
Aufreinigungsschritte mit Phenol/Chloroform. 
2.2.2 Präparation von genomischer DNA 
Benötigte Lösungen:  
Lysis-Puffer 40 mM Tris-acetat, 20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, 1% SDS, pH 7,8 
5 M NaCl 




Ethanol (EtOH)  
TE-Puffer 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 
Für die Präparation von genomischer DNA aus Pseudomonas oder Ralstonia Stämmen 
wurden jeweils 5 ml LB-Medium mit den entsprechenden Stämmen beimpft und über Nacht 
bei 37°C (30°C bei P. putida) inkubiert. Durch Zentrifugation (3000 g, 10 min) wurden die 
Bakterienzellen aus 4 ml Kultur geerntet. Nach Resuspension des Bakterienpellets in 900 µl 
Lysis-Puffer wurden die Zellen 10 – 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann mit 300 
µl 5M NaCl versetzt. Die Abtrennung der Zellfragmente erfolgte durch 45 min Zentrifugation 
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bei über 12000 g. Der Überstand wurde dann mit 15 µl RNase A (10 mg/ml) versetzt und 15 
min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Aufreinigung der DNA im Überstand erfolgte eine 
Phenol-Chloroform-Extraktion. (Bei anhaltender Trübung der wässrigen Phase erfolgten 
zusätzliche Extraktionsschritte mit Phenol/Chloroform.). Die DNA wurde aus der wässrigen 
Phase durch Zugabe des gleichen Volumens Isopropanol ausgefällt und abzentrifugiert (20 
min, 14000 g, 20 °C). Das DNA-Pellet wurde einmal mit 70 % EtOH gewaschen, getrocknet 
und wahlweise in 50 – 200 µl TE-Puffer oder H2O aufgenommen. Um das Präzipitat wieder 
vollständig in Lösung zu bringen, wurde die DNA-Lösung mind. 12 h bei 4°C gelagert. 
2.2.3 Präparation von Cosmiden aus E. coli Zellen 
Benötigte Lösungen: 
Puffer 1 50 mM Tris/HCl, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNase A, pH 8,0 
Puffer 2 200 mM NaOH, 1 % SDS 





TE-Puffer 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 
EB-Puffer 10 mM Tris/HCl, pH 8,5 
 
Analytischer Maßstab: 
Die Präparation im analytischen Maßstab erfolgte nach einer modifizierten alkalischen Lysis-
Methode (Birnboim u. Doly, 1979). Aus 4 ml Bakterienkultur wurden die Zellen 
abzentrifugiert (5000 g, 10 min), in 350 µl Puffer 1 resuspendiert und zur Lyse mit 350 µl 
Puffer 2 vermischt. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden zur Neutralisation 350 µl Puffer 3 
zugegeben, gründlich gemischt und weiter 10 min auf Eis inkubiert. Der sich bildende 
Niederschlag wurde abzentrifugiert (15 min, 14000 g, 4°C), die DNA aus dem Überstand 
durch Zugabe von 1 ml Isopropanol ausgefällt und durch Zentrifugation (14000 g, 20 min) 
präzipitiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70 % EtOH, gewaschen, getrocknet und in 50 µl H20 
oder TE-Puffer aufgenommen. 
Alternativ wurde die Präparation mit Hilfe des „QIAprep Spin Miniprep Kit“ (Qiagen) 
durchgeführt. Dabei wurden ebenfalls 4 ml Bakterienkultur eingesetzt. Die Präparation 
erfolgte dabei nach dem Protokoll des Herstellers unter Berücksichtigung der Hinweise für 
die Aufreinigung von Cosmiden mit einer Größe von mehr als 10 kb. Die Cosmid-DNA 
wurde dabei nach der Zellyse nicht ausgefällt, sondern auf eine Säule gegeben und dort an 
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eine Silicagel-Membran gebunden. Die DNA konnte auf der Säule gewaschen und mit H2O 
oder dem schwach basischen EB-Puffer wieder eluiert werden. 
Präparativer Maßstab: 
Die Zellen aus 250 ml einer über Nacht gewachsenen Kultur der entsprechenden Bakterien 
wurden abzentrifugiert (6000 g, 15 min, 4°C) und in 20 ml Puffer 1 resuspendiert. Die Lyse 
erfolgte durch Zugabe von 20 ml Puffer 2 und 5 min Inkubation bei RT (Prinzip der 
alkalischen Lysis-Methode, s.o.). Nach Neutralisation durch Zugabe von 20 ml Puffer 3 und 
30 min Inkubation auf Eis wurden die ausgefallenen Zellfragmente durch Zentrifugation 
(20000 g, 30 min, 4°C) abgetrennt. Zum Präzipitieren der DNA wurde der Überstand mit 50 
ml Isopropanol versetzt und die DNA abzentrifugiert (15000 g, 30 min, 15 °C). Das Pellet 
wurde mit 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und in 500 µl H2O oder TE-Puffer 
aufgenommen. Zum besseren Lösen der DNA erfolgte eine Lagerung für mind. 12 h bei 4°C. 
 
Sollte die Cosmid-DNA nach der Präparation sequenziert werden, wurde das „Large 
Construct Kit“ der Firma Qiagen verwendet und das beigefügte Arbeitsprotokoll befolgt. Wie 
beim „QIAprep Spin Miniprep Kit“ wird die DNA auch hier nach einer alkakischen Lyse der 
Bakterienzellen für die Waschschritte an die Silicagel-Membran einer Säule gebunden und 
danach wieder eluiert. Aus dem Eluat wird die DNA dann mit Isopropanol ausgefällt, mit 70 
% EtOH gewaschen, getrocknet und in 500 – 800 µl H20, TE- oder EB-Puffer aufgenommen. 
Das Protokoll beinhaltet außerdem zwischen Zelllyse und Waschen der DNA noch einen 
Exonuklease-Verdau, durch den noch in der Lösung verbliebende genomische DNA und 
beschädigte Cosmid-DNA (z. B. mit Einzelstrangbrüchen) entfernt wird. 
2.2.4 Präparation von Plasmiden aus P. aeruginosa Zellen 
Benötigte Lösungen: 
NaCl, isotonisch 0,9 % NaCl 
Puffer 1  50 mM Tris/HCl, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNase A, pH 8,0 
Puffer 2  200 mM NaOH, 1 % SDS 





TE-Puffer 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 
PEG-Lösung 1,6 M NaCl, 30 % (w/v) Polyethylenglycol 6000 
EB-Puffer 10 mM Tris/HCl, pH 8,5 
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Um die ca. 100 kb großen Plasmide pKLC102 und pKLK106 möglichst schonend aus den 
entsprechenden Pseudomonas-Stämmen zu isolieren (Stamm C17 für pKLC102, K1 für 
pKLK106), wurden zwei verschiedene Verfahren angewandt: 
Das erste Verfahren beruht auf dem Prinzip einer alkalischen Zellyse (Birnboim u. Doly, 
1979) und der Kombination verschiedener DNA-Aufreinigungsschritten. 4 Kulturen des 
Stammes C17 oder K1 mit je 250 ml Volumen werden parallel 18 h bei 37°C inkubiert. Die 
Zellen wurden aus jeder Kultur getrennt abzentrifugiert (15 min, 6000 g, 4°C) und jedes Pellet 
mit 100 ml isotonischer Kochsalzlösung gewaschen, bevor sie in 20 ml Puffer 1 resuspendiert 
wurden. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden zur Lyse jeweils 20 ml Puffer 2 zugegeben 
und weitere 5 min bei RT inkubiert. Die erhaltenen Lysate wurden mit je 20 ml Puffer 3 
versetzt, sorgfältig durchmischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation (10 
min, 12000 g, 4°C) erfolgte die Zugabe von jeweils 60 ml Isopropanol und 10 min Inkubation 
bei RT. Die DNA wurde abzentrifugiert (12000 g, 15 min, RT), einmal mit 70 % EtOH 
gewaschen, getrocknet und in je 5 ml TE-Puffer aufgenommen. Nach einer Phenol-
Chloroform-Extraktion (Kapitel 2.2.1) wurden die DNA-Lösungen mit dem halben Volumen 
PEG-Lösung versetzt, 30 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert (30 min, 15000 g, 4°C). Die 
durch diese PEG-Fällung erhaltenen DNA-Pellets wurden zweimal mit 70 % EtOH 
gewaschen, nach dem Trocknen in je 250 µl TE-Puffer über Nacht bei 4°C gelöst und 
vereinigt. Für eine zusätzliche Aufreinigung dieser DNA-Lösung konnte bei Bedarf eine 
weitere Phenol-Chloroform-Extraktion erfolgen. Die DNA wurde dann erneut mit 
Isopropanol gefällt und nach einmaligem Waschen mit 70 % EtOH in 50 µl H2O gelöst. 
 
Im zweiten Verfahren wurde wiederum das „Large Construct Kit“ der Firma Qiagen und das 
entsprechende Protokoll verwendet (siehe Kapitel 2.2.3), das laut Hersteller die Präparation 
von bis zu 250 kb großen Produkten ermöglichen sollte. Eingesetzt wurden hier 500 ml 
Bakterienkultur. Um die alkalische Lyse der Zellen zu optimieren, wurden in das Protokoll 
zwei Waschschritte eingebaut: Die abzentrifugierten Bakterien wurden vor dem 
Resuspendieren in Puffer 1 noch mit destilliertem Wasser und mit isotonischer 
Kochsalzlösung gewaschen, um die extrazelluläre Matrix der P. aeruginosa Stämme so weit 
wie möglich zu entfernen. 
Generell bestand bei beiden Methoden das Problem, dass aufgrund der sehr niedrigen 
Kopienzahl der Plasmide in den Zellen nur geringe DNA-Ausbeuten erzielt werden konnten 
ohne gleichzeitig Kontaminationen durch genomische DNA mitzuführen. 
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2.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Benötigte Lösungen: 
EB-Puffer 10 mM Tris/HCl, pH 8,5 
Na-acetat 3 M Natriumacetat, pH 5,2 
Ethanol 
TE-Puffer 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 
Um definierte DNA-Fragmente (PCR-Produkte, Restriktionsfragmente) nach der 
elektrophoretischen Auftrennung in Agarosegelen (Kapitel 2.3.4) wieder aus der Gelmatrix zu 
isolieren, kamen zwei verschiedene Verfahren zur Anwendung. Für beide Verfahren wurde 
zunächst das gewünschte DNA-Fragment im Agarosegel lokalisiert und das entsprechende 
Stück aus dem Gel ausgeschnitten. 
Standardmäßig erfolgte die Isolierung der DNA mit Hilfe des „QIAquick Gel Extraction Kit“ 
(Firma Qiagen) nach den Anweisungen des Herstellers. Dabei wurde das Gelstück in einem 
speziellen Puffer bei 50°C aufgelöst und die DNA an eine Silicagel-Membran in einer Säule 
gebunden. Nach Waschschritten erfolgte die Elution von der Säule mit 30 – 50 µl H2O oder 
EB-Puffer. 
Alternativ wurde die sog. „squeeze & freeze“ – Technik (Walker, 1984) angewandt, wenn der 
geringere Reinheitsgrad der isolierten DNA bei dieser Methode ausreichend war. Das 
Gelstück wurde zerkleinert und mind. 2 h bei –80°C gelagert, wodurch die Struktur der 
Gelmatrix verändert wurde. Nach dem Auftauen konnte per Zentrifugation (5 min, 6000 g,  
4°C) durch ein Stück Mullbinde die DNA zusammen mit dem Gelpuffer eluiert werden. Die 
DNA wurde durch Zugabe von 0,5 Vol. Natriumacetat und 3,5 Vol. EtOH bei –80°C gefällt, 
abzentrifugiert (15 min, 14000 g, 4°C), mit 70% EtOH gewaschen und in 15 µl TE-Puffer 
aufgenommen. Der Reinheitsgrad der so isolierten DNA war für Anwendungen wie 
Sequenzierung oder Klonierung nicht hoch genug (u. a. Agarosekontamination), reichte 
jedoch z. B. für die Generierung DIG-markierter DNA-Sonden aus (Kapitel 2.4.2). 
2.3 DNA-Analysemethoden 
2.3.1 Konzentrationsmessungen 
Die Bestimmung von DNA-Konzentrationen in Lösungen erfolgte photometrisch durch 
Messung der Absorption (A) bei 260 nm (und 280 nm) Wellenlänge. Dabei gilt:  
   A260nm  =  1     ⇒    c(DNA)  =  50 ng/µl 
Um Kontaminationen der DNA-Lösungen durch nicht vollständig abgetrennte Proteine 
vernachlässigen zu können, sollte der Quotient A260nm / A280nm zwischen 1,6 und 2 liegen. 
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2.3.2 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen 
Benötigte Lösung: 
6x AP-Puffer 0,5 M EDTA, 15 % Ficoll Typ 400 (Amersham Pharmacia),  
 0,1 % Bromphenolblau, 0,1 % Xylen-Cyanol, pH 8,0 
 
Spaltungen von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurden mit Enzymen der Firmen New 
England Biolabs oder MBI Fermentas durchgeführt. Dabei wurden die Reaktionsbedingungen 
den Herstellerangaben entsprechend gewählt und die mitgelieferten Puffersysteme verwendet. 
Das Reaktionsvolumen wurde der eingesetzten DNA-Menge angepasst, die Wahl der 
Enzymmenge und Dauer der Reaktion erfolgten so, dass vollständiger Verdau zu erwarten 
war. Durch Zugabe von 0,2 Vol. 6x AP-Puffer und gegebenenfalls Hitzeinaktivierung des 
Restriktionsenzyms wurden die Reaktionen beendet. Der 6x AP-Puffer wurde gleichzeitig als 
Auftragspuffer bei der Agarosegelelektrophorese verwendet (Kapitel 2.3.4). 
 
2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion 
Da die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) die Möglichkeit bietet, definierte Abschnitte aus 
einer in geringer Menge vorliegenden DNA-Matrize anzureichern, ist sie zu einem 
Standardverfahren der Molekularbiologie geworden (Saiki et al., 1988). Sind (zumindest) die 
flankierenden Sequenzen der zu amplifizierenden DNA bekannt, werden dementsprechende 
Start-Oligonukleotide (Primer) konstruiert, an denen eine hitzestabile DNA-Polymerase auf 
der Matrize ansetzen und den DNA-Abschnitt amplifizieren kann. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR zu folgenden Zwecken eingesetzt: 
- Amplifikation bekannter Sequenzen zur Herstellung von DNA-Sonden oder zur 
Bindung an Nylonmembranen für Hybridisierungsexperimente 
- Bestimmung unbekannter DNA zwischen bereits bekannten Abschnitten 
(Größenbestimmung, Sequenzierung) 
- Bestimmung des Integrationspunktes von Plasmiden im P. aeruginosa Genom 
- Nachweis vermuteter Sequenzen in der DNA-Matrize 
Die verwendeten Primer sind in den jeweiligen Abschnitten des Abschnittes „Ergebnisse und 






PCR-Kit 10x Reaktionspuffer, 50 mM MgCl2, Taq-Polymerase (InViTek) 
dNTP-Lösung 8 mM (je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
DMSO 
5 µM Primer A  
5 µM Primer B 
Paraffin 
 
Ein entscheidender Faktor für Ausbeute und Reinheit von PCR-Produkten ist die Auswahl der 
Sequenzen der Primer. Bei Amplifikation von P. aeruginosa DNA wurden folgende in der 
Arbeitsgruppe optimierten Kriterien beachtet: 
- GC-Gehalt mind. 60 % (aufgrund des hohen GC-Gehalts im P. aeruginosa Genom) 
- mind. zwei Cytosine/Guanine am 3‘-Ende (stabile Hybridisierung) 
- keine Palindrome, keine Selbstkomplementarität 
- Länge 20 -  25 bp 
- Schmelztemperaturen um 60°C oder höher  
 (Abschätzen mit der Formel: Tm = Σ(GC) . 4°C + Σ(AT) . 2°C ) 
- für ein Primer-Paar gleiche Schmelztemperatur, keine Komplementarität untereinander 
- möglichst keine weiteren gleichen oder ähnlichen Sequenzen in der DNA-Matrize 
 
Standardmäßig wurde für PCR-Reaktionen Taq-DNA-Polymerase (InViTek) verwendet. 
Reaktionen mit 50 µl Gesamtvolumen wurden nach folgenden Schema angesetzt: 
 (TAnn = Hybridisierungstemperatur der Primer, gewählt im Bereich von Tm): 
 4,5 µl 10x Reaktionspuffer (InViTek) 
 5,0 µl  8 mM dNTPs  
 5,0 µl 5 µM Primer A 
 5,0 µl 5 µM Primer B 
 2,5 µl DMSO 
 1,0 µl 50 mM MgCl2 (1 mM Endkonzentration) 
 40 – 200 ng DNA-Matritze (abhängig vom Experiment) 
 ad 45,0 µl H2O 
Ansatz mit Paraffin überschichten, Denaturierung (95°C, 300 s) und Abkühlen auf TAnn, Zugabe von: 
 1 U Taq-Polymerase in 5 µl 1x Reaktionspuffer 
  ( = „hot start“) 
Bei Ansätzen mit 25 µl oder 100 µl Gesamtvolumen wurden die Volumina der Komponenten 
entsprechend proportional verändert.  
Die Ansätze durchliefen dann folgendes Programm (tElong = gewählte Elongationszeit): 
 35 x (TAnn / 60 s  -  72°C / tElong  -  92°C/120s) 




Wegen des hohen GC-Gehalts bildet P. aeruginosa DNA verstärkt Sekundärstrukturen. Um 
dies zu unterdrücken und das Aufschmelzen der DNA für die PCR zu erleichtern, wurden die 
Ansätze mit dem chaotrophen Reagenz DMSO versetzt.  
 
Die Elongationszeit tElong im PCR-Programm wurde den Längen des jeweils erwarteten PCR-
Produkts angepasst. Gewählt wurden ca. 60 s pro 800 bp Produktlänge. Im Anschluss an die 
PCR wurde ein Aliquot des Produkts per Agarosegelelektrophorese auf Größe, Qualität und 
Ausbeute überprüft. Wenn eine Optimierung der PCR nötig war, wurden individuell TAnn 
(beeinflusst Bindung der Primer an die DNA-Matrize) und die MgCl2-Konzentration im 
Ansatz (beeinflusst Prozessivität und Fehlerrate der Polymerase) variiert, eventuell auch die 
Menge der DNA-Matrize oder tElong. 
 
 
Sollten PCR-Produkte sequenziert werden, wurde statt mit der oben beschriebenen Taq-
Polymerase die PCR mit ‚GoldstarTM-DNA-Polymerase‘ (Eurogentec) durchgeführt und das 
vom Hersteller empfohlene Protokoll verwendet, den Ansätzen allerdings ebenfalls DMSO 
zugefügt. Diese Polymerase korrigiert z. T. den Einbau falscher Nukleotide in den 
wachsenden DNA-Strang, d. h. das Produkt enthält weniger Sequenz-Abweichungen 
gegenüber der Matrize (Fehlerrate der Taq-Polymerase (InViTek) laut Hersteller 2,7 . 10-5). 
 
Bei erwarteten PCR-Produkten über 2,5 kb, wurde das ‚FailSafeTM PCR-System‘ (Epicentre), 
verwendet. Dieses System beinhaltet ein spezielles Gemisch verschiedener DNA-
Polymerasen und 12 Reaktionspuffer, mit denen die Amplifikation längerer DNA-Fragmente 
ermöglicht wird (laut Hersteller bis zu einer Länge von 20 kb). Die Reaktionspuffer sind für 
verschiedenste Produktlängen und DNA-Matrizen konzipiert. Durch parallel durchgeführte 
Reaktionen (nach dem Protokoll des Herstellers) wurde dabei zunächst in kleinerem Maßstab 
der passende Reaktionspuffer ermittelt, um dann mit diesem weitere Werte wie tElong oder 
TAnn zu optimieren. Aufgrund der geringen Fehlerrate des Polymerase-Gemisches waren die 





Die Auftrennung von Nukleinsäuren per Agarosegelelektrophorese wurde zur Separierung 
von DNA-Fragmenten nach Restriktionsverdauen und zur Überprüfung der Qualität, Größe 




Agarose ultrapure Agarose electrophoresis grade (Gibco BRL), für analytische 
Agarosegele 
NuSieve-GTG-Agarose Agarose genetic technology grade (FMC), für präparative 
Agarosegele 
TBE-Puffer 0,09 M Tris, 0,09 M Borsäure, 0,002 M EDTA, pH 8,3 – 8,5 
6x AP-Puffer 0,5 M EDTA, 15 % Ficoll Typ 400 (Amersham Pharmacia),  
 0,1 % Bromphenolblau, 0,1 % Xylen-Cyanol, pH 8,0 
EtBr-Lösung 1 µg/ml Ethidiumbromid 
 
Je nach Größe der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden Gele mit einen Agarosegehalt 
von 0,6 – 2,2 % Agarose verwendet, die Größen betrugen 5 x 7 cm, 10 x 14 cm oder 20 x 20 
cm. Als Puffer für Herstellung der Gele und die Elektrophorese wurde TBE-Puffer verwendet 
(bei 20 x 20 cm großen Gelen 0,5x TBE). Vor dem Auftragen auf ein Gel wurden die Proben 
mit 0,2 Vol. 6x AP-Puffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur mit einer 
angelegten Feldstärke von 5 – 8 V/cm oder bei langsamer Auftrennung (über Nacht) bei 4°C 
und einer Feldstärke von 1,5 – 2 V/cm. 
Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die Gele in EtBr-Lösung gefärbt (20 – 30 min 
Färben, 2 x 20 min Entfärben in Wasser) und die DNA durch Bestrahlung mit UV-Licht 
(Wellenlänge 312 nm) auf einem Transilluminator sichtbar gemacht. Zur Dokumentation 
wurden die Gele mit der fluoreszierenden DNA photographiert. 
 
Mit den Proben wurden im Gel DNA-Größenstandards aufgetrennt. Anhand deren Positionen 
nach der Elektrophorese konnten die Längen der untersuchten DNA-Fragmente bestimmt 















































DNA-Sequenzierungen wurden als externe Aufträge an die Firma Qiagen vergeben, die 
Sequenzierungen mit > 99 % Genauigkeit („high quality“) und mit > 99,99 % Genauigkeit 
(„de novo publication-ready quality“) anbietet. Letzeres umfasst für PCR-Produkte oder 
Fragmente genomischer DNA die Sequenzierung beider Stränge und Abgleichen der 
Ergebnisse.  
„De novo publication-ready quality“ wurde für PCR-Produkte, die unbekannte 
Nukleotidabfolgen enthielten, und für die Sequenzierung der gesamten inserierten DNA von 
pKSCC-Cosmiden (Cosmide aus Genombibliothek von P. aeruginosa C) gewählt. Die 
Sequenzierung der Cosmide erfolgte nach der „shot gun“-Methode, wobei die Cosmid-DNA 
fragmentiert, in Plasmidvektoren subkloniert und dann sequenziert wird. Die Einzelsequenzen 
einer entsprechenden Anzahl Plasmide werden zu einer Gesamtsequenz zusammengesetzt, 
verbliebene Lücken durch die Sequenzen weiterer Plasmide oder von PCR-Produkten 
geschlossen, bis die Basenabfolge des kompletten Cosmides vorliegt. 
 „High quality“-Sequenzierungen wurden gewählt, wenn nur die Enden der inserierten DNA-
Fragmente in den pKSCC-Cosmiden bestimmt werden sollten. Dazu wurde ein „single read“ 
ausgehend von der T3- oder T7-Promotorsequenz des SuperCos 1-Rahmens (Kapitel 2.1.5) 
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durchgeführt. Durch diesen wurde die Abfolge der ersten 500 – 750 Basen nach den T3- oder 
T7-Sequenzen bestimmt, welche die Enden der inserierten DNA darstellen. 
 
2.4 DNA-DNA-Hybridisierungen 
2.4.1 DNA-Fixierung auf Membranen 
„Southern“-Transfer 
Benötigte Lösungen: 
Transferpuffer 0,4 M NaOH 
Blot-Waschpuffer 50 mM Natriumphosphat, pH 6,5 
 
Durch „Southern“-Transfer (Southern, 1975) wurden gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA-
Fragmente auf Nylonmembranen (Hybond N+-Membran (Amersham Pharmcia)) fixiert, um 
sie anschließend mit Hybridisierungsreaktionen zu untersuchen. Angewandt wurde der 
Kapillartransfer unter alkalischen Bedingungen (siehe „Current Protocols in Molecular 
Biology“ (Ausubel, et al., 1987 – 1995)). Als Transferpuffer diente 0,4 M NaOH. Die Dauer 
des Transfers vom Gel auf die Membran richtete sich nach der Größe der Fragmente und 
betrug 12 – 36 h bei konventionellen Agarosegelen sowie 72 h bei WFGE-Gelen 
(hochmolekulare DNA). Nach Ende des Transfers wurde die Membran 5 min in Blot-
Waschpuffer neutralisiert und getrocknet. Durch 1 min Bestrahlung mit UV-Licht (UV-
Crosslinker, Stratagene) wurden die DNA-Fragmente irreversibel auf der Membran fixiert. 
 
„Dot blotting“ von DNA-Lösungen 
Benötigte Lösungen 
3 M NaOH  
TE-Puffer 10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 
1 M Ammoniumacetat 
3 M Ammoniumacetat + Farbstoff 3 M Ammoniumacetat, 0,01 % Xylencyanol 
 
Um PCR-Produkte als Sonden direkt auf Nylonmembranen zu übertragen, wurde eine sog. 
„Minifold-Dot-Vakuum-Blot-Apparatur“ (Schleicher & Schüll) verwendet. Mit Hilfe dieser 
Apparatur lassen sich die DNA-haltigen Lösungen in 96 Bohrungen (angeordnet wie bei einer 
96-well-Platte (Greiner)) auf eine eingespannte Membran auftragen. 
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In 96-well-Platten wurden 50 µl PCR-Produkt mit 85 µl TE-Puffer und 15 µl 3M NaOH 
versetzt, 30 min bei 65°C denaturiert und dann auf Eis abgekühlt. In die Dot-Blot-Apparatur 
wurde eine mit 1 M Ammoniumacetat angefeuchtete Membran (Hybond N+ (Amersham 
Pharmacia)) eingespannt. Die denaturierten DNA-Lösungen wurden mit 100 µl 3 M 
Ammoniumacetat + Farbstoff versetzt und 2 min bei RT inkubiert. In die Bohrungen der 
Apparatur wurden mit einer Mehrkanalpipette 100 µl Aliquots dieser Ansätze gegeben 
(entspricht 20 µl des eingesetzten PCR-Produkts). Die Bindung der DNA an die Membran 
erfolgte durch Anlegen eines leichten Vakuums an die Apparatur, so dass die Flüssigkeit 
durch die Membran gesaugt wird und die denaturierte DNA an der Membran haften bleibt. 
Durch die Bohrungen der Apparatur wurde gewährleistet, dass die bis zu 96 DNA-Proben in 
Form von Punkten („dots“) separat lokalisiert waren (Überprüfung mit Hilfe des beigefügten 
Farbstoffs). Nach kurzem Trocknen der Membran wurde die DNA durch UV-Bestrahlung 
irreversibel fixiert (siehe „Southern“ Transfer, Kapitel 2.4.1). 
 
„Dot blotting“ von DNA aus Bakterienzellen 
Benötigte Lösungen 
LB-Amp-Medium LB-Medium (siehe 2.1.2) mit Ampicillin (100 µg/µl) 
2,5 M NaOH  
1 M Ammoniumacetat 
3 M Ammoniumacetat + Farbstoff 3 M Ammoniumacetat, 0,01 % Xylencyanol 
 
Um viele pKSCC-Cosmide der P. aeruginosa C Genombibliothek parallel mit DNA-DNA-
Hybridisierungen untersuchen zu können, wurde diese DNA ebenfalls auf Hybond N+-
Membranen fixiert. 1536 Cosmide dieser Bank lagen „geordnet“ vor, d. h. 1536 Cosmid-
tragende E. coli Stämme waren als Einzelkolonien kultiviert worden.  
Aus den dazugehörigen Dauerkulturen wurden diese Stämme in 96-well-Platten in LB-Amp-
Medium über Nacht bei 37 °C angezogen. Zur Lyse der Bakterienzellen und zum 
Denaturieren der DNA wurden jeweils 150 µl Kultur mit 37,5 µl 2,5 M NaOH versetzt (0,5 M 
Endkonzentration) und mind. 60 min bei 65°C denaturiert. Nach Abkühlen auf Eis wurden 
112,5 µl 3 M NH4-acetat + Farbstoff zugegeben. Die Auftragung der DNA auf die 
Membranen mit Hilfe der Dot-Blot-Apparatur und die weitere Behandlung der Membranen 
erfolgte wie im oberen Abschnitt „Dot blotting von DNA-Lösungen“ beschrieben. 
Aufgetragen wurden pro Bohrung 100 µl der DNA-Lösung (entspricht 50 µl eingesetzter 
Bakterienkultur). Auf diese Weise wurden 16 verschiedene Membranen mit dots für jeweils 
96 Cosmide generiert. Die genomische DNA der E. coli Wirtsstämme war im Laufe des 
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Verfahren nicht abgetrennt worden war und stellte in den dots eine Kontamination der 
Cosmid-DNA dar. 
 
2.4.2 Digoxigenin-Markierung von DNA 
 
Generierung DIG-markierter DNA mit der„random primed labeling“-Methode 
Um DNA-DNA-Hybridisierungen auf Nylonmembranen detektieren zu können, wurden 
einzelsträngige DNA-Fragmente erzeugt und gleichzeitig mit Digoxigenin (DIG) markiert. 
Diese Fragmente wurden standardmäßig mit der „random primed labeling“-Methode 
generiert (Feinberg & Vogelstein, 1983). Dabei dienen Hexanukleotide aus Kalbsthymus als 
Primer, die statistisch verteilt an die Matrize binden und von einer Polymerase verlängert 
werden. Eingebaut werden dabei dNTPs aus einem Gemisch, bei dem 1/3 des dTTP durch 
DIG-dUTP ersetzt ist. 
 
Benötigte Reagenzien 
10x Hexanucleotid-Gemisch (Roche) 
10x DIG-dUTP-Labeling Mix (Roche) 
2 U/µl Klenow-Polymerase (Roche) 
 
Als Matrize wurden genomische DNA, PCR-Produkte oder isolierte Restriktionsfragmente 
verwendet. Die DNA-Lösung wurde mit H2O auf ein Volumen von 15 µl aufgefüllt, 4 min bei 
94°C denaturiert und auf Eis abgeschreckt. Nach Zugabe von 2 µl Hexanukleotid-Gemisch, 2 
µl DIG-dUTP-labeling Mix und 1 µl Klenow-Polymerase wurden die Ansätze über Nacht bei 
37°C inkubiert.  
 
Sonden-Generierung mit asymmetrischer PCR 
Sonden, die die Enden von pKSCC-Cosmid-Inserts repräsentierten, wurden alternativ mit 
einem auf asymmetrischer PCR basierenden Verfahren generiert (etabliert durch Dr. K. D. 
Larbig, Dissertation, 2001). Dabei wurde jeweils ein Primer verwendet, der zu der T3- oder 
T7-Promotorsequenz auf dem SuperCos1-Rahmen der Cosmide (siehe Kapitel 2.1.5) 
komplementär ist. In den Cosmiden liegen diese Promotorsequenzen unmittelbar neben den 
inserierten DNA-Fragmenten (siehe Kapitel 2.1.4). In jedem PCR-Zyklus wurde der gewählte 
Primer daher immer um Nukleotidabfolgen (maximal 2 kb) verlängert, die der Endsequenz 
der inserierten DNA entsprechen. Im Gegensatz zur normalen PCR wurde der Primer in 
erhöhter Konzentration eingesetzt und ein dNTP-Gemisch verwendet, das auch DIG-dUTP 
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enthält. Da statt exponentieller nur lineare Amplifikation der DNA erfolgte, wurde die Anzahl 




PCR-Kit 10x Reaktionspuffer, 50 mM MgCl2, Taq-Polymerase (InViTek) 
DIG-PCR Labeling Mix 8 mM dNTPs mit 0,1 mM DIG-dUTP (Roche) 
DMSO 
5 µM Primer T3- oder T7-Primer (Sequenzen siehe Anhang) 
Paraffin 
 
Reaktionsansatz (50 µl):  4,5 µl  10x Reaktionspuffer 
 3,0 µl  MgCl2 
 5,0 µl  DIG-PCR Labeling Mix 
 10,0 µl  Primer (T3- oder T7-) 
 2,5 µl  DMSO 
 200 ng  Cosmid-DNA 
 ad 45 µl  H2O 
Ansatz mit Paraffin überschichten, Denaturierung (95°C, 420 s) und Abkühlen auf TAnn, Zugabe von: 
 2,5 U Taq-Polymerase in 5 µl 1x Reaktionspuffer 
  ( = „hot start“) 
PCR-Programm: 60 x (TAnn / 120 s  -  72°C / 120 s  -  92°C/120s) 
   1 x (TAnn / 120 s  -  72°C / 240 s) 
 
2.4.3 Aufreinigung Digoxigenin-markierter DNA 
DIG-markierte DNA wurden nach der Generierung generell über Sephadex G-50 Säulen 
aufgereinigt, um nicht inkorporierte dNTPs, Hexanukleotide usw. zu entfernen. 
 
Benötigte Reagenzien: 
TE-Puffer 10 mM Tris/HCl, pH 8,0 
Sephadex G-50 in TE-Puffer äquilibriert 
Farbstoffgemisch 0,8 % Dextranblau (Serva, 2 . 106 g/mol), 0,5 % Phenolrot  
 (376 g/mol), gelöst in TE-Puffer 
 
Sephadex G-50 Säulen (Durchmesser 0,5 cm, Länge 6 cm) wurden mit TE-Puffer äquilibriert 
und trockenzentrifugiert (45 s, 1000 g). Die Ansätze aus der Markierungsreaktion wurden mit 
8 µl Farbstoffgemisch versetzt, mit TE-Puffer auf ein Volumen von  250 µl aufgefüllt und auf 
die Säulen aufgetragen. Durch Zentrifugation (30 s, 1000 g) wurden die DIG-markierten 
DNA-Fragmente zusammen mit dem Dextranblau eluiert, die dNTPs, Hexanukleotide usw. 
blieben mit dem Phenolrot auf der Säule. Die aufgereinigten wurden bis zum Gebrauch bei    
–20°C gelagert. 
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2.4.4 Hybridisierung von DIG-markierter DNA auf DNA-Membranen 
 
Durch Hybridisierungsreaktionen wurden spezifische Fragmente membrangebundener DNA 
mit DIG-DNA-Fragmente markiert. Die DNA-tragende Membran wurde bei einer 
ausgewählten Hybridisierungstemperatur inkubiert, um die markierten Fragmente an die 
fixierten DNA-Stränge zu binden. Unspezifisch gebundene DIG-DNA wurde durch 
anschließende Waschschritte entfernt. 
 
Benötigte Lösungen: 
Prähybridisierungspuffer 0,5 Na-phosphat, 7 % SDS, 1 mM EDTA, 0,5 % Blocking-
Reagenz (Roche), pH 7,2 
Waschlösung 40 mM Na-phosphat, 1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 7,2 
 
Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die DNA-beladenen Membranen 2 – 
16 h bei 68°C in Prähybridisierungspuffer (ca. 10 ml Puffer / 100 cm2 Membran) unter 
Rotation im Hybridisierungsofen (Bachofer) inkubiert. Die markierte DNA wurde in 10 ml 
Prähybridisierungspuffer aufgenommen und mit der Membran weitere 24 – 48 h bei 68°C 
inkubiert. Nach Entfernung der Lösung mit der markierten DNA wurden die Membranen 
mind. zweimal 30 – 45 min bei 68°C mit Waschlösung inkubiert. Auf den gewaschenen 
Membranen erfolgte dann die Detektion der hybridisierten DIG-DNA (siehe folgender 
Abschnitt). Die benutzte Lösung mit der markierten DNA konnte für eventuelle weitere 
Anwendungen bei -20°C gelagert werden.  
2.4 5 Detektion Digoxigenin-markierter DNA 
 
Benötigte Lösungen: 
Puffer I 100 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5 
Puffer II Puffer I + 0,5 % Blocking-Reagenz (Roche) 
Puffer III  100 mM Tris/HCl, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl2, pH 9,5 
Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat Anti-Digoxigenin-Antikörper (Fab-Fragmente), an 
Alkalische Phosphatase gekoppelt (Roche), 
 Stammlösung 1 : 5000 in Puffer II verdünnt 
CDP-StarTM Stammlösung (12,5 mM, Tropix), 1 : 500 in Puffer III 
verdünnt 
 
Die Detektion der DIG-markierten Fragmente auf den DNA-Membranen nach der 
Hybridisierungsreaktion erfolgte in Anlehnung an ein publiziertes Protokoll (Allefs et al., 
1990). Dabei wurden an die DIG-Markierung Anti-Digoxigenin-Antikörper gebunden, an die 
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Alkalische Phosphatase gekoppelt war. Durch die Alkalische Phosphatase (AP) erfolgte die 
Spaltung eines Chemolumineszenz-Substrat (CDP-StarTM), diese Reaktionen wurde mit Hilfe 
von Röntgenfilmen detektiert. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. 
Die gewaschene Membran wurde dazu 5 min in Puffer I äquilibriert, durch 30 - 60 min 
Inkubation in Puffer II wurden unspezifische Bindungsstellen abgesättigt. Die Inkubation mit 
dem Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat erfolgte für 30 – 60 min unter ständigem Schütteln 
(mind. 4 ml Antikörperlösung pro 100 cm2 Membran). Nach dreimaligem Waschen in Puffer I 
(je 15 min) wurde die Membran 5 min in Puffer III für die anschließende Enzymreaktion der 
Alkalischen Phosphatase äquilibriert. Die Inkubation mit der verdünnten CDP-StarTM-Lösung 
erfolgte für 5 – 10 min, die Membran wurde dann in Plastikfolie eingeschweißt. Die 
Detektion der Chemolumineszenz-Signale erfolgte durch Exposition von Röntgenfilmen 
(Typen „X-OMATTM AR“ oder „Bio-MAX MR“ (Kodak)). 
2.4.6 Regeneration von hybridisierten DNA-Membranen 
Benötigte Lösungen:  
Stripping-Puffer 0,2 M NaOH, 0,1 % SDS 
Blot-Waschpuffer 50 mM Na-phosphat, pH 6,5 
 
Mit DIG-markierter DNA hybridisierte Membranen können für weitere Experimente 
regeneriert werden, indem sie zweimal 30 min in Stripping-Puffer gewaschen wurden. Die 
alkali-labile Bindung des Digoxigenins an dUTP zerfällt in diesem Puffer, so dass das 
Digoxigenin (und gebundener Antikörper) freigesetzt wurden.  
Die Membranen wurden nach dieser Behandlung gründlich mit H2O gewaschen, um das SDS 
zu entfernen, 5 min in Blot-Waschpuffer neutralisiert, in Plastikfolie eingeschlagen und bei –
20°C gelagert. Waren besonders starke Signale detektiert worden, wurde die Anzahl der 
Waschschritte mit Stripping-Puffer erhöht. 
Da durch diese Behandlung zwar die DIG-Markierungen, nicht aber die hybridisierte DNA 
selbst von der auf der Membran fixierten DNA gelöst werden, nimmt die Zahl der 
Bindungsplätze für neue Fragmente bei mehrmaliger Wiederverwendung stetig ab. Die 
Membranen können daher nicht beliebig oft regeneriert werden. 
2.4.7 Quantifizierung von Chemolumineszenzsignalen 
Nach der Hybridisierung von dot blots mit markierter genomischer DNA oder cDNA im 
Rahmen von Epidemiologie- und Transkriptionsanalysen sollten die detektierten Signale auch 
quantitativ miteinander verglichen werden. Dazu wurden von den exponierten Röntgenfilmen 
 42
mit einem Durchlichtscanner Bild-Dateien angefertigt, die mit dem Programm PCBAS 
(Version 2.09f) analysiert werden konnten. Mit dieser Software konnte die Intensität der 
Schwärzung definierter Flächen von Bilddateien gemessen werden. Die Expositionsdauer der 
Röntgenfilme wurde daher möglichst so gewählt, dass unterschiedliche Intensitäten der 
Chemolumineszenz als unterschiedliche Graustufen auf den Filmen erkennbar waren. Für 
jeden Punkt eines dot blots wurde der Software eine gleich große zu messende Fläche 
vorgegeben. Dadurch wurden für alle 96 Punkte Werte für deren Schwärzung generiert, mit 
denen die Intensität der detektierten Signale bewertet werden konnten. Um diese Rohdaten 
vergleichen zu können, mussten die Intensitätswerte in mehreren Schritten editiert werden.  
Die gemessenen Schwärzungswerte der DNA-Punkte auf den Röntgenfilmen setzten sich 
additiv aus dem eigentlichen Hybridisierungssignal und der unspezifischen Schwärzung der 
gesamten Fläche zusammen. Dieser Hintergrund unterschied sich von Experiment zu 
Experiment. Daher wurden mit dem Programm PCBAS zusätzlich zu den Schwärzungen der 
96 DNA-Punkte auch die von weiteren Punkten gleicher Größe gemessen, die DNA-freie 
Bereiche der dot blot Membranen repräsentierten. Für jedes Experiment wurden diese 
Hintergrundwerte von den Signalwerten der DNA-Punkte abgezogen.  
Die so generierten Werte für die Signalintensitäten stellten Absolutwerte dar, die von der 
Expositionsdauer des Röntgenfilms und der Qualität der verwendeten DIG-markierten DNA 
abhingen.  
 
Das grundlegende Verfahren, nach dem die Daten weiter editiert wurden, ist im folgenden 
kurz beschrieben. Eine genauere Darstellung der einzelnen Schritte erfolgt im 
dementsprechenden Ergebniskapitel (siehe Kapitel 5.5.1). 
Um generell die Daten aus verschiedenen Experimenten miteinander vergleichen zu können, 
wurden die Absolutwerte in relative Signalintensitäten umgewandelt.  
Bei Epidemiologie-Analysen mit Hilfe der dot blot Membranen wurde aus den Absolutwerten 
für die Punkte, die als positives Signal definiert wurden, die mittlere Signalintensität für jedes 
Experiment ermittelt. Für jeden Punkt konnte dann das Verhältnis des jeweiligen absoluten 
Wertes zur mittleren Signalintensität als relatives Signalverhältnis angegeben.  
Bei Transkriptionsanalysen mit Hilfe der dot blot Membranen wurden die absoluten 
Signalintensitäten nicht gegen die mittlere Signalintensität verrechnet. Stattdessen wurden für 
die einzelnen Punkte die relativen Verhältnisse ihrer Signale zu dem eines bestimmten 
Punktes ermittelt. In diesem Punkt war ein PCR-Produkt aufgetragen, dass ein Kontrollgen 
mit bekanntem Transkriptionsstatus repräsentierte. Durch die relativen Signalintensitäten 
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konnte die Transkription der analysierten Gene mit dem Status dieses Kontrollgens verglichen 
werden 
 
Für Vergleiche der Signalintensitäten der verschiedenen Punkte auf einer dot blot Membran 
untereinander war noch eine Standardisierung erforderlich, die die unterschiedlichen 
„Bindungseigenschaften“ der 96 Punkte berücksichtigte. Aufgetragen worden waren PCR-
Produkte unterschiedlicher Länge und Qualität, außerdem war die DNA-Menge pro Punkt 
nicht konstant. So würden selbst bei vergleichbaren Mengen angebotener markierter DNA auf 
jedem Punkt unterschiedlich viele Fragmente hybridisieren. Daher musste für jeden Punkt ein 
individuelles „Standardsignal“ ermittelt werden, gegen das die Signalintensitäten aus den 
verschiedenen Experimenten verrechnet wurden.  
Die PCR-Produkte in diesen Punkten repräsentierten Abschnitte der ORFs aus der Geninsel 
PAGI-2(C). Diese Geninsel liegt mit 99,97 % Sequenzidentität auch im Genom von Ralstonia 
metallidurans  CH34 vor (Larbig et al., 2002; siehe auch Kapitel 6.1), weist aber keine 
Ähnlichkeiten mit anderen Bereichen in diesem Genom auf. Die Hybridisierung der dot blot 
Membranen mit DIG-markierter genomischer DNA dieses Stammes lieferte daher die 
individuellen „Standardsignale“ für die 96 Punkte auf den Membranen. 
2.5 Wechselfeldgelelektrophorese und Makrorestriktionsanalyse 
Mit Hilfe der Wechselfeldgelelektrophorese (WFGE) (Schwarz u. Cantor, 1984) können 
DNA-Fragmente bis hin zu einer Größe von 9 Mb separiert werden, wodurch die Auftrennung 
und Analyse vollständiger Bakteriengenome in linearisierter oder entsprechend fragmentierter 
Form ermöglicht wird (Smith et al., 1987). Bei der WFGE erfolgt eine periodisch wechselnde 
Ausrichtung des elektrischen Feldes, das das Gel umgibt. Die DNA-Moleküle im Gel richten 
sich bei jedem Feldwechsel neu aus. Die Neuausrichtung dauert umso länger, je größer das 
DNA-Molekül ist, und desto kürzer ist die Wanderungsstrecke, die die DNA bis zum 
nächsten Feldwechsel zurücklegt. Welcher Größenbereich bevorzugt aufgetrennt wird, hängt 
u. a. von der Dauer der Zeitintervalle zwischen den Feldwechseln, der Feldstärke und der 
Agarosekonzentration im Gel ab, sowie vom gewählten Elektrophoresepuffer und seiner 
Ionenstärke, von der Temperatur und vom Winkel zwischen den alternierenden elektrischen 
Feldern (Birren et al., 1998).  
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2.5.1 Präparation von bakterieller DNA in Agaroseblöckchen 
Voraussetzung für eine Restriktionsanalyse mit Hilfe der WFGE ist, dass die zu analysierende 
DNA intakt bleibt und vor Scherkräften geschützt wird. Vor der Lyse und der Freisetzung der 
DNA werden die Bakterienzellen daher in Agaroseblöckchen eingebettet. Die Enzyme für den 




LB-Medium siehe Kapitel 2.1.2 
SE-Puffer 75 mM NaCl, 25 mM EDTA, pH 7,4 
2 % LG-Agarose Lösung 2 % low gelling (LG) Agarose in SE-Puffer, 45°C 
ES-Puffer 0,5 M EDTA, 1 % N-Lauryl-Sarkosin (Serva), pH 9,5 
sterilfiltriert, vor Gebrauch Zusatz von 1 mg/ml Proteinase K 
ET-Puffer 10 mM EDTA, 10 mM Tris/HCl, pH 8,0 
 
Aus einer Übernachtkultur wurden Bakterienzellen abzentrifugiert (10 min, 3000 g) und in 
SE-Puffer gewaschen. Mit frischem SE-Puffer wurden Bakteriensuspensionen mit definierter 
Zelldichte (1 . 1010 Zellen/ml oder 2,5 . 1010 Zellen/ml) erstellt, die in Aliquots von je 200 µl 
kurz auf 45°C erwärmt wurden. Die Aliquots wurden mit je 200 µl auf 45°C temperierter 2% 
LG-Agarose-Lösung versetzt und sofort auf die Vertiefungen (60 µl Volumen; 10 . 1 . 6 mm) 
einer Blöckchengießvorrichtung verteilt. Nach dem Aushärten der Agarose (1 h Inkubation 
bei 4°C) wurden jeweils 5 Blöckchen in 1 ml ES-Puffer gegeben. In diesem Puffer erfolgte 
der Zellaufschluss durch 48 h Inkubation bei  56°C, wobei nach 24 h der ES-Puffer erneuert 
wurde. Die Blöckchen wurden in ET-Puffer überführt und bis zur Verwendung bei 4°C 
gelagert (Protokoll nach Grothues u. Tümmler, 1987) 
2.5.2 Restriktionsverdau von DNA in Agaroseblöckchen 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe der WFGE das Restriktionsfragment SpB von P. 
aeruginosa C (zweitgrößtes Fragment bei Verdau der genomischen DNA mit dem selten 
schneidenden Enzym SpeI) untersucht, für das in früheren Arbeiten (Larbig K. D., 
Dissertation, 2001) eine Größe von 489 kb bestimmt worden war. Daher wurde die 
genomische DNA in Agaroseblöckchen mit SpeI totalverdaut. Sollte die DNA noch mit einem 
zweiten Restriktionsenzym totalverdaut werden, wurde ein Doppelverdau mit beiden 
Enzymen gleichzeitig durchgeführt. Sollte das SpB-Fragment mit anderen Enzymen teilweise 
geschnitten werden, erfolgte nach dem SpeI-Verdau noch 60-minütige Partialverdaue der 
DNA mit den jeweiligen Enzymen. 
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Benötigte Lösungen: 
ET-Puffer 10 mM EDTA, 10 mM Tris/HCl, pH 8,0 
SpeI-Puffer 50 mM NaCl, 10 mM Tris/HCl, 10 mM MgCl2, pH 7,5  
  (wie 1x Puffer NEB 2 (New England Biolabs), nur ohne DTT) 
Puffer NEB 4 1: 10 Verdünnung des 10x Puffers NEB 4 (New England Biolabs) 
0,5 M DTT 0,5 M Dithiotreitol in H2O, sterilfiltriert 
100x BSA 10 mg/ml Rinderserumalbumin (New England Biolabs) 
 
 
Totalverdau mit SpeI und einem weiteren Restriktionsenzym: 
Durchgeführt wurden folgende Totalverdaue mit folgenden Enzymkombinationen und 
Reaktionspuffern:   a) SpeI / XbaI in  SpeI-Puffer 
 b) SpeI / SnaBI in Puffer NEB 4 
 c) SpeI / HpaI in Puffer NEB 4 
 
Die benötigten Agaroseblöckchen (Ausgangszelldichte 1 . 1010 Zellen/ml) wurden auf einer 
sterilen Unterlage vorsichtig zerteilt. Für jeden Verdau wurde ein halbes Blöckchen einmal 30 
min in frischem ET-Puffer und dreimal 30 min im jeweiligen Reaktionspuffer äquilibriert. 
Dann wurden die entsprechenden Blöckchen in folgenden Reaktionsansatz gegeben: 
a) 80 µl SpeI-Puffer, 1 µl 0,5 M DTT, 0,8 µl 100x BSA, 20 U SpeI + 40 U XbaI 
b) 80 µl Puffer NEB 4, 0,8 µl 100x BSA, 25 U SpeI + 10 µl SnaBI 
c) 80 µl Puffer NEB 4, 0,8 µl 100x BSA, 25 U SpeI + 12,5 U HpaI 
 
Der Verdaue erfolgten für 16 h bei 37°C und wurden durch Zugabe von je 1 ml ET-Puffer 
abgestoppt. Die Blöckchen wurden kurz danach auf das Wechselfeldgel aufgetragen. 
 
 
Totalverdau mit SpeI und Partialverdau mit einem weiteren Restriktionsenzym: 
Verwendet wurden Agaroseblöckchen mit einer Ausgangszelldichte von 2,5 . 1010 Zellen/ml. 
Für jeden Verdau wurde ein halbes Blöckchen einmal 30 min in ET-Puffer und dreimal 30 
min in SpeI-Puffer äquilibriert und dann in 16 h bei 37°C in folgendem Reaktionsansatz 
totalverdaut (danach nicht mit ET-Puffer abgestoppt!):     
          80 µl SpeI-Puffer, 1 µl 0,5 M DTT, 0,8 µl 100x BSA, 20 U SpeI 
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Für die folgenden Partialverdaue wurden Verdünnungen der jeweiligen Enzyme hergestellt. 
Verwendet wurden: 
 
 a) EcoRI (Verdünnung auf 0,5 U/µl in SpeI-Puffer) 
 b) NotI (Verdünnung auf 2,5 U/µl in SpeI-Puffer)  
 c) XbaI (Verdünnung auf 2,0 U/µl in SpeI-Puffer) 
Festgelegte Volumina (für definierte Enzymmengen) dieser Verdünnungen wurden in die 
Ansätze mit den SpeI-totalverdauten DNA-Blöckchen gegeben. 
 
Partialverdau EcoRI 
Vol. [µl]      Menge 
NotI 
Vol. [µl]      Menge 
XbaI 
Vol. [µl]      Menge 
1 0,25 0,125 U 0,7 1,75 U 1 2 U 
2 0,65 0,325 U 1,4 3,5 U 4 8 U 
3 1,5 0,75 U 2,4 6 U   
4 4 2 U 4 10 U   
 
Die Ansätze wurden zunächst 30 min auf Eis und dann 60 min bei 37°C inkubiert. Nach 
Abstoppen der Partialverdaue durch Zugabe von je 900 µl ET-Puffer wurden die Blöckchen 
sofort auf das Wechselfeldgel aufgetragen. 
 
2.5.3 Durchführung der Wechselfeldgelelektrophorese 
 
Benötigte Reagenzien: 
Agarose Ultrapure Agarose electrophoresis grade (Gibco BRL) 
10x TBE 0,9 M Tris, 0,9 M Borsäure, 0,02 mM EDTA, pH 8,3 – 8,5 
ET-Puffer 10 mM EDTA, 10 mM Tris/HCl, pH 8,0 
EtBr-Lösung 1 µg/ml Ethidiumbromid 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine CHEF DRIII-Apparatur (contour-clamped homogenous 
electric field-Apparatur) der Firma BioRad verwendet. In der Elektrophoresekammer ist das 
Gel hexagonal von 24 Elektroden umgeben, die angelegten homologen elektrischer Felder 
können in Winkeln zwischen von 80° und 160° reorientiert werden.  
Verwendet wurden 20 x 20 cm große Gele mit 1,5 % Agarosekonzentration in 0,5x TBE. Die 
Agaroseblöckchen mit der verdauten DNA wurden vorsichtig in die mit ET-Puffer gefüllten 
Taschen im Gel gegeben und die Taschen daraufhin mit 1,5 % Agaroselösung verschlossen. 
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Als Elektrophoresepuffer wurde 0,5x TBE verwendet. Vor Beginn der Elektrophorese wurde 
das Gel 30 min in 0,5x TBE äquilibriert.  
Die Elektrophoresebedingungen waren innerhalb der Arbeitsgruppe in früheren Experimenten 
für Auftrennung in verschiedenen Größenbereichen optimiert worden. Um 20 – 300 kb große 
Restriktionsfragmente aufzutrennen, wurde die WFGE mit folgenden Bedingungen 
durchgeführt:   
                                         Dauer 50 h 
                  angelegte Feldstärke 120 V 
   Zeitintervalle bis Feldwechsel 5 s – 40 s 
       Änderung der Zeitintervalle linear 
                      Winkelverhältnis der Feldwechsel 120° 
                                 Temperatur 9,5°C 
 
Zur Detektion der DNA-Fragmente wurde das Gel im Anschluss 60 min in EtBr-Lösung 
gefärbt, dreimal 45 min in H2O entfärbt und unter UV-Bestrahlung photographiert. Zum 
spezifischen Nachweis einzelner Fragmente in Hybridisierungsexperimenten erfolgte 






















2.5.4 Molekulargewichtsstandards für die Wechselfeldgelelektrophorese 
Um die Größen von DNA-Fragmenten im Wechselfeldgel bestimmen zu können, wurden 
parallel Proben mit bekannten Größen aufgetragen. Verwendet wurden dafür SpeI-
geschnittene genomische DNA von P. aeruginosa PAO1 und C, Oligomere der λ-Phagen-
DNA (Vielfache von 48,5 kb) sowie BstEII-verdaute λ-DNA (Fragmentgrößen siehe 
Kapitel 2.3.4). Die SpeI-Verdaue der DNA der Stämme PAO1 und C erfolgten nach dem im 
Kapitel 2.5.3 beschriebenen Verfahren. Im folgenden sind die Größen der SpeI-Fragmente 
über 10 kb angegeben, wie sie in WFGE-Experimenten bestimmt worden waren (K. D. 
Larbig, Dissertation, 2001). Allerdings hatte sich nach Veröffentlichung der PAO1-
Genomsequenz (www.pseudomonas.com) herausgestellt, dass für diesen Stamm die 
tatsächlichen Fragmentgrößen z. T. um mehr als 10 % über den WFGE-ermittelten Größen 
lagen. Für PAO1-Fragmente sind daher beide Größen angegeben. 
 
 
P. aeruginosa PAO1 
SpeI-Fragmente [kb] 
P. aeruginosa PAO1 
SpeI-Fragmente [kb] 
P. aeruginosa C 
SpeI-Fragmente [kb] 

















































































































































































































2.6 Arbeiten mit RNA und Transkriptionsanalyse 
2.6.1 Vorbehandlung von Lösungen und Geräten 
Benötigte Lösung: 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) 
Um RNase-Kontaminationen bei Arbeiten mit bakterieller RNA zu vermeiden, wurden 
Lösungen, Geräte und Verbrauchsmaterial, soweit möglich, 60 min bei 121°C autoklaviert. 
Nicht autoklavierbare Geräte wurden mit 70 % EtOH oberflächensterilisiert und mit zweifach 
bidestilliertem H2O gesäubert. Metallgeräte wurden mit 70 % EtOH gespült und anschließend 
abgeflammt. Glasgeräte für RNase-freies Arbeiten wurden 5 h bei 250°C hitzebehandelt. 
Eventuelle RNasen in wässrigen Lösungen wurden durch Behandlung mit DEPC inaktiviert. 
Dazu wurden die Lösungen mit 0,05 % DEPC versetzt und über Nacht bei 37°C inkubiert, das 
DEPC wurde durch nachfolgendes Autoklavieren (30 min, 121°C) zersetzt. Tris- und Acetat-
haltige Lösungen wurden mit DEPC-vorbehandeltem H2O angesetzt. Agarosegelkammern 
wurden 15 min mit 3 % H2O2 behandelt und mit 70 % EtOH nachgespült.  
2.6.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus P. aeruginosa 
Benötigte Lösungen: 
VB-Medium siehe Kapitel 2.1.2 
Lysis-Puffer 2 % SDS, 30 mM Na-acetat, 3 mM EDTA, pH 5,5 
Phenol H2O-äquilibriert, pH 4,5 – 5,5 
Chloroform Chloroform + Isoamylalkohol (Verhältnis 24 : 1) 
Phenol/Chloroform Phenol + Chloroform + Isoamylalkohol (Verhältnis 25 : 24 : 1)  
3M Na-Acetat pH 5,5 
EtOH 
10x DNase-Puffer 500 mM Na-Acetat, 100 mM MgCl2, 20 mM CaCl2, pH 6,5  
DNase DNase, RNase-frei (Roche), 10 U/µl 
RNase-Inhibitor RNasin (Promega) oder SUPERaseIn (Ambion) 
 
Das verwendete Verfahren stellt eine modifizierte Version publizierter Protokolle zur RNA-
Isolierung dar. Die Lyse der Bakterienzellen erfolgte mit kurzen Inkubationszeiten, um den 
Expressionsstatus der Zellen so weit wie möglich zu erhalten. Alle Schritte der Isolierung bis 
zur Aufreinigung über „RNeasy-Säulen“ (s. u.) wurden auf Eis unter einem Abzug 
durchgeführt. 
Die Bakterien wurden bis zu einer definierten optischen Dichte bei 37°C in 20 ml VB-
Medium oder LB-Medium kultiviert. Ca. 1 . 1010 Zellen wurden in 14 ml Röhrchen (Sarstedt) 
abzentrifugiert (10 min, 3000 g, 4°C) und in 0,5 ml H2O resuspendiert. Unmittelbar danach 
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wurde die Suspension mit einem auf 65°C temperierten Gemisch aus 2,5 ml Lysis-Puffer und 
5 ml Phenol versetzt und 10 min unter Schütteln inkubiert. Bei der Lyse freigesetzte RNasen 
sollten dabei durch das heiße Phenol direkt denaturiert werden. Nach 5 min Inkubation auf Eis 
erfolgte die Phasentrennung und die Pelletierung unlöslicher Zellfragmente durch 
(Zentrifugation 20 min, 3500g, 4°C). Die wässrige Phase wurde vorsichtig abgenommen, mit 
3 ml Phenol/Chloroform versetzt, 5 min geschüttelt, 5 min auf Eis inkubiert und erneut 
zentrifugiert (10 min, 3500 g, 4°C). Die verbliebene wässrige Phase wurde dann auf die 
gleiche Weise mit 3 ml Chloroform behandelt (2 min Mischen) und nach Abschluss der 
Extraktion mit 0,1 Vol. 3 M Na-acetat und 2,5 Vol. EtOH versetzt. Das Gemisch wurde 
langsam geschwenkt, und durch Lagerung bei –20°C (mind. 2 h, besser über Nacht) erfolgte 
die Präzipitation der enthaltenen Nukleinsäuren. 
Die ausgefallenen Nukleinsäuren wurden durch Zentrifugation (30 min, 3500 g, 4°C) 
pelletiert, mit 5 ml 70 % EtOH gewaschen und durch vorsichtiges Ansaugen an eine 
Pipettenspitze in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 
14000 g, 4°C) wurde restliches Ethanol so weit wie möglich abgenommen, das 
Nukleinsäuren-Pellet durch vorsichtiges Pipettieren in 174,2 µl H2O aufgenommen und 5 min 
af Eis inkubiert. Nach Zusatz von 20 µl DNase-Puffer, 4,8 µl DNase (10 U/µl) und 1 µl 
RNase-Inhibitor erfolgten 30 min Inkubation bei 37°C, um in der Lösung enthaltene 
genomische DNA spezifisch zu verdauen. Der Reaktionsansatz wurde danach über „RNeasy“-
Säulen aus dem ‚RNeasy Mini Kit’ (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers aufgereinigt. 
Dabei wurde, ähnlich wie im Abschnitt „Präparation von Cosmiden aus E. coli Zellen“ 
beschrieben, die RNA an eine Silicagel-Membran in einer Säule gebunden, mit 
Waschlösungen gespült und mit H2O wieder von der Säule eluiert. Die Pipettierschritte 
konnten dabei bei RT durchgeführt werden, die Zentrifugationen erfolgten weiterhin bei 4°C. 
RNAs mit einer Länge von unter 200 Basen (kleine Transkripte, tRNAs, 5S rRNAs) konnten 
nicht in den Säulen gebunden werden und gingen bei diesem Aufreinigungsschritt verloren. 
Die Elution der RNA von der Säule erfolgte mit zweimal je 30µl H2O, wobei die Säule 
zwischen Auftragen des Wassers und Zentrifugation jeweils 5 min auf Eis inkubiert wurde. 
Die Eluate wurden bei –80°C gelagert. 
Die Qualität der mit diesem Verfahren isolierten RNA wurde mit Hilfe eines Formaldehyd-
Gels (Kapitel 2.6.4) überprüft und die Konzentration im Eluat photometrisch bestimmt 
(Kapitel 2.6.3). Typische Ausbeuten bei der eingesetzten Zellmenge lagen zwischen 80 µg 




Bestimmungen der RNA-Konzentration in Lösungen erfolgten auf die gleiche Weise wie für 
DNA-Lösungen beschrieben (Kapitel 2.3.1). Für RNA-Lösungen galt:  
   A260nm  =  1     ⇒    c(RNA)  =  40 ng/µl  
Wie bei DNA-Konzentrationsmessungen verursachen Proteinverunreinigungen erniedrigte 
A260nm / A280nm-Quotienten. Bei absolut reiner RNA sollte dieser Quotient 2 betragen. Phenol-
Verunreinigungen würden überhöhte Konzentrationswerte verursachen, Verunreinigungen 
durch Ethanol zu die Werte nach unten verfälschen.  
2.6.4 Formaldehyd-Gelelektrophorese 
Benötigte Lösungen: 
5x RNA-Auftragspuffer 50 % (w/v) Glycerin, 1 mM EDTA, 0,25 % Bromphenolblau, 
pH 6,0 
Agarose ultrapure Agarose electrophoresis grade (Gibco BRL) 
10x MOPS-Puffer 200 mM MOPS, 100 mM Na-acetat, 10 mM EDTA, pH 7,0 
37 % Formaldehyd (w/v) 
Formamid 
EtBr-Lösung 1 µg/ml Ethidiumbromid 
 
RNA-Fragmente mussten in denaturiertem Zustand gehalten werden, um sie in Abhängigkeit 
von ihrer Größe elektrophoretisch auftrennen zu können. Dazu wurde Formaldehyd in den 
Auftragspuffer und das Elektrophoresegel gegeben. 
Zur Überprüfung präparierter RNA wurden 5 x 7 cm oder 10 x 14 cm große Gele mit einer 
Agarosekonzentration von 1,2 % verwendet. Als Elektrophoresepuffer wurde MOPS-Puffer 
eingesetzt, die Agarose dementsprechend auch in diesem Puffer gelöst. Vor dem Gießen 
(nach Abkühlung auf ca. 50°C) wurden 50 ml Gellösung 3 ml 37 % Formaldehyd versetzt 
(Endkonzentration des Formaldehyds ca. 2,1 %).  
2 µl der RNA-Präparation wurden 10 min bei 65°C denaturiert, mit 1 µl MOPS-Puffer, 2 µl 
37 % Formaldehyd, 5 µl Formamid und 2 µl RNA-Auftragspuffer versetzt und dann auf das 
Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei RT mit einer angelegten Feldstärke von 5 
V/cm und wurde wegen des leicht flüchtigen Formaldehyds unter einem Abzug durchgeführt. 
Die Gele wurden nach der Elektrophorese 20 - 30 min in EtBr-Lösung gefärbt, zweimal je 20 
min in H2O entfärbt und unter UV-Bestrahlung photographiert. Als Größenstandard war 
parallel im Gel BstEII-verdaute λ-DNA mit aufgetrennt worden (Fragmentgrößen siehe 
Kapitel 2.3.4). Als diskrete Banden ließen sich im Gel nur die 16S rRNA und die 23S rRNA 
detektieren. Anhand dieser Banden konnte die Güte der präparierten RNA abgeschätzt 
werden. Dabei diente nicht degradierte rRNA als Hinweis dafür, dass auch die instabilen 
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mRNAs noch nicht in größeren Mengen degradiert worden waren. Die einzelsträngigen 16S 
rRNA und 23S rRNA erscheinen gegenüber der doppelsträngigen λ-DNA im Gel ca. 1350 
bzw. ca. 2200 Basen groß. Die tatsächlichen Größen laut P. aeruginosa Genomprojekt 
(Stover et al., 2000) betragen 1536 Basen für die 16S rRNA und 2890 Basen für die 23S 
rRNA. 
 
2.6.5 Generierung von cDNA 
Die Generierung von cDNA wurde entweder mit Hilfe von ORF-spezifischen Primern oder 
unspezifisch mit einem statistischen Gemisch von Hexanukleotiden als Primern (random 
priming) durchgeführt. 
 
cDNA-Generierung mit spezifischen Primern: 
Mit dieser Methode sollte die mRNA von bis zu 40 ausgewählten ORFs umgeschrieben 
werden. Dazu wurden für die betreffenden ORFs spezifische Primer generiert, die 
komplementär zum kodierenden Strang des ORFs waren und näher am 3’-Ende als am 5’-
Ende dieses Stranges lagen. 
Benötigte Lösungen: 
Primergemisch  Gemisch des ausgewählten Primer, Endkonzentration 2 µM  
  pro Primer 
dNTPs 8 mM (je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
5x RT-Puffer Reaktionspuffer für Reverse Transkriptase (Gibco BRL) 
0,1 M DTT 0,1 M Dithiotreitol 
RNase-Inhibitor SUPERaseIn, 20 U/µl (Ambion) 
Reverse Transkriptase (RT) Superscript II, (Gibco BRL) 
RNase H RNase H, 1 U/µl (Roche) 
 
Ca. 10 µg RNA wurden mit 4 µl des Primergemischs und 2 µl dNTPs versetzt und mit H2O 
auf ein Volumen von 12 µl gebracht. Dieser Ansatz wurde 5 min bei 65°C inkubiert, 4 µl 
Reaktionspuffer, 2 µl 0,1 M DTT und 1 µl RNase-Inhibitor zugegeben und weitere 2 min bei 
42°C inkubiert. Nach Zugabe von 1 µl Reverser Transkriptase erfolgte dann die cDNA- 
Synthese durch 60 min Inkubation bei 42°C, gefolgt von 10 min Inkubation bei 70°C, um das 
Enzym zu deaktivieren. Um aus den gebildeten RNA-cDNA-Hybriden einzelsträngige cDNA 
zu machen, wurde zu dem Ansatz 1 µl RNase H gegeben. Der Verdau der RNA-Matrize 
erfolgte für 30 min bei 37°C. Die so generierte cDNA wurde ohne weitere Aufreinigung in 
Markierungsreaktionen eingesetzt. 
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Trotz der Verwendung ORF-spezifischer Primer konnte bei diesem Verfahren nicht 
ausgeschlossen werden, dass auch andere Matrizen als die zu den ORFs gehörenden mRNAs 
umgeschrieben wurden, da durch die vorgegebene Inkubationstemperatur von 42 °C für die 
Reverse Transkriptase auch unspezifische Bindungen der Primer möglich waren. 
 
cDNA-Generierung mit random priming: 
Bei diesem Verfahren wurde alle im Ansatz vorhandene RNA in cDNA umgeschrieben. Das 
Protokoll entspricht der Anleitung zur cDNA-Synthese aus dem Protokoll zur 
Expressionsanalyse mit dem P. aeruginosa GeneChip® der Firma Affymetrix.  
Benötigte Lösungen: 
random Primer Primer “random” p(dN6) (Roche), 75 ng/µl 
5x 1ST strand Puffer Reaktionspuffer für Reverse Transkriptase (Invitrogen) 
0,1 M DTT 0,1 M Dithiotreitol 
RNase-Inhibitor SUPERaseIn, 20 U/µl (Ambion) 
40 mM dNTPs je 10 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP 
Reverse Transkriptase Superscript II, 200 U/µl (Invitrogen) 
Paraffin 
1 M NaOH 
1 M HCl 
 
Zu 10 µg RNA wurden 10 µl random Primer gegeben, der Ansatz wurde mit H2O auf 30 µl 
aufgefüllt und mit Paraffin überschichtet. Das RNA-Primer-Gemisch wurde 10 min bei 70°C 
denaturiert und 10 min bei 25°C inkubiert, um die Primer an die Matrize zu binden. 
Währenddessen wurde ein „cDNA-Reaktionsmix“ angesetzt (12 µl 5x 1ST strand Puffer, 6 µl 
0,1 M DTT, 3 µl dNTPs, 1,5 µl RNase-Inhibitor, 7,5 µl Reverse Transkriptase). Das RNA-
Primer-Gemisch wurde auf Eis abgeschreckt und dann mit dem „cDNA-Reaktionsmix“ 
versetzt. Zur cDNA-Synthese mit anschließender Enzymaktivierung erfolgten vier 
Inkubationsschritte (10 min 25°C, 60 min 37°C, 60 min 42°C, 10 min 70°C). Die RNA wurde 
durch Zugabe von 20 µl 1 M NaOH und 30 min Inkubation bei 65°C abgebaut, der Ansatz 
dann durch Zugabe von 20 µl 1 M HCl neutralisiert. Die Aufreinigung der generierten cDNA 
erfolgte über „QIAquick“-Säulen aus dem „QIAquick-PCR Purification Kit“ (Qiagen) 








Photometrische Konzentrationsbestimmungen von cDNA-Lösungen wurden nach dem 
gleichen Prinzip durchgeführt wie für DNA- oder RNA-Lösungen. Für cDNA galt folgender 
Zusammenhang zwischen Absorption und Konzentration: 
A260nm  =  1     ⇒    c(cDNA)  =  33 ng/µl 
2.6.7 Generierung von markierter cDNA 
Für die Transkriptionsanalyse mit Hilfe von Hybridisierungsexperimenten wurde cDNA mit 
Digoxigenin (DIG) markiert. War die cDNA mit spezifischen Primern generiert worden, 
erfolgte die DIG-Markierung ebenso nach der „random primed labeling“-Methode wie z. B 
für PCR-Produkte oder Restriktionsfragmente. Das Verfahren und die benötigten Reagenzien 
sind im Kapitel 2.4.2 (Digoxigenin-Markierung von  DNA) beschrieben. Eingesetzt wurden 
jeweils 15 µl cDNA-Lösung. Die markierte cDNA wurde dann über Sephadex G-50 Säulen 
aufgereinigt. (Verfahren siehe Kapitel 2.4.3, Aufreinigung DIG-markierter DNA). 
 
cDNA, die mit der „random priming“ Methode generiert worden war, sollte mit Hilfe des 
„Terminal Transferase Kit“ (Roche) am 3’-Ende Digoxigenin-markiert werden. Dafür wurden 
aus der cDNA Fragmente definierter Größe erzeugt.   
Benötigte Lösungen: 
10x OPA-Puffer OnePhorAll-Puffer (Amersham Pharmacia) 
DNase I DNase I, 7,5 U/µl (Amersham Pharmacia)  
Paraffin 
TBE-Puffer 0,09 M Tris, 0,09 M Borsäure, 0,002 M EDTA, pH 8,3 – 8,5 
Agarose ultrapure Agarose electrophoresis grade (Gibco BRL) 
SYBRGreen-Lösung SYBRGreen I (Molecular Probes), 1 : 10000 in TBE-Puffer 
 
DNase I wurde auf eine Konzentration von 0,5 U/µl in 1x OPA-Puffer verdünnt. 12,5 µg 
cDNA wurden mit Paraffin überschichtet und mit 3,8 µl 10x OPA-Puffer und 12,5 µl DNaseI-
Verdünnung versetzt (entspricht 0,5 U DNaseI pro 1 µg cDNA). Dieser Ansatz wurde 10 min 
bei 37°C und zum Inaktiveren der DNaseI 10 min bei 98°C inkubiert. Die cDNA wurde dabei 
in 50 – 200 Basen große Fragmente gespalten. 2,5 µl des Ansatzes wurden zur Überprüfung 
der Fragmentierung per Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. (Elektrophoresebedingungen: 
2,2 % Agarose, 1h, RT, 50 V). Zum Anfärben der einzelsträngigen cDNA wurde das Gel 40 
min (unter Lichtausschluss) in SYBRGreen-Lösung gefärbt. Entfärbeschritte waren nicht 
nötig. Die DNA erschien im Gel als „diffuse Wolke“, deren ungefährer Größenbereich mit 
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Hilfe eines mit aufgetrennten Größenstandards bestimmt wurde („100 bp ladder“ (New 
England Biolabs)). 
In die anschließende Markierungsreaktion wurden ca. 10 µg der fragmentierten cDNA 
eingesetzt. 
Benötigte Lösungen: 
5x tailing buffer aus „Termial Transferase Kit“ (Roche) 
5x CoCl2-Lösung aus „Termial Transferase Kit“ (Roche) 
DIG-ddUTP-Lösung aus „Termial Transferase Kit“ (Roche) 
Terminale Transferase aus „Termial Transferase Kit“, 0,4 U/µl (Roche) 
 
Mit Hilfe der Reagenzien aus dem „Termial Transferase Kit“ (Roche) wurde jeweils das 3’-
Ende eines cDNA-Fragments durch das Enzym Terminale Transferase um ein ddUTP 
verlängert, an das Digoxigenin (DIG) gekoppelt war. Somit wurde cDNA mit genau einer 
Markierung pro Fragment generiert. Dazu wurden ca. 10 µg fragmentierte cDNA mit 12 µl 5x 
tailing buffer, 12 µl 5x CoCl2-Lösung, 3 µl DIG-ddUTP-Lösung und 3 µl Terminaler 
Transferase versetzt. Der Ansatz wurde, wenn nötig, mit H2O auf ein Volumen von 30 µl 
eingestellt und über Nacht bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 2 µl 0,5 M EDTA wurde 
die Markierungsreaktion gestoppt.  
Die cDNA wurde dann ohne Aufreinigung für Hybridisierungsexperimente verwendet. 
2.6.8 Hybridisierungen mit markierter cDNA 
Mit DIG-markierter cDNA wurden im Rahmen Arbeit Dot blot - Membranen und 
Membranen mit Restriktionsfragmenten hybridisiert. Die Hybridisierungen und die Detektion  
wurden auf die gleiche Weise durchgeführt wie bei Experimenten mit DIG-markierter DNA. 
Die entsprechenden Verfahren sind in den Kapiteln 2.4.4 und 2.4.5 beschrieben. Lediglich bei 
Hybridisierungen mit cDNA, die vorher fragmentiert worden war, erfolgte eine Senkung der 
Hybridisierungstemperatur. Die Prähybridisierung der DNA-Membranen und die Inkubation  
mit den markierten Proben wurden in diesen Fällen bei 60°C statt bei 68°C durchgeführt. 
2.7 Sequenzanalyse und Annotation in silico 
Sequenzdaten wurden auf verschiedenste Charakteristika hin analysiert. Dabei wurden aus 
den zahlreichen angebotenen Programmen zur Analyse von DNA-Sequenzen, Protein-
Sequenzen usw. gezielt einige für die gewünschten in silico Analysen ausgewählt. 
Bei der Annotation von neuen Sequenzdaten lag der Schwerpunkt auf der Identifizierung von 
möglichen Genen bzw. offenen Leserahmen (ORFs (open reading frames)) innerhalb der 
 56
Sequenz. Nach der Positionierung dieser ORFs wurde anhand von Vergleichen mit anderen in 
Datenbanken abgelegten Sequenzen versucht, weitere Informationen über die vermuteten 
Genprodukte zu erhalten, deren Charakteristika zu beschreiben und eine mögliche Funktion 
für das Protein vorherzusagen.  
Außerdem wurden die Sequenzdaten nach weiteren genetischen Elementen wie tRNA-Genen 
oder Transposons und nach Eigenschaften der Gesamtsequenz (GC-Gehalt, Verteilung von 
Restriktionsschnittstellen) und besonderen DNA-Strukturen (Sequenzwiederholungen 
(repeats)) durchsucht.  
Verwendung fanden weiterhin vor allem Programme, mit denen die Ähnlichkeit von zwei 
oder mehr Sequenzen bestimmt und dargestellt werden konnten. 
Im folgenden sind verschiedene durchgeführte in silico Analysen, die dafür verwendeten 
Programme aufgeführt und dazugehörige Referenzen und/oder Internetadressen angegeben. 
 
Erzeugung komplementärer DNA-Sequenzen: Die Erzeugung der komplementären 
Sequenz zum untersuchten DNA-Abschnitt erfolgte mit Hilfe des Programms „REVSEQ“  
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/revseq.html). 
Restriktionsanalyse: Restriktionsschnittstellen in DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe des 
Programms „Webcutter 2.0“ (http://www.firstmarket.com/cutter/cutter2.html) identifiziert. 
Das Programm lieferte Listen mit Schnittstellenpositionen für ausgesuchte Enzyme und 
Darstellungen der Schnittstellenverteilung in der Sequenz. 
tRNA-Identifizierung: Die Identifizierung von tRNA-Genen erfolgte mit Hilfe des 
Programms „tRNA-Scan SE“ (http://www.genetics.wustl.edu/eddy/tRNAscan-SE/)  
(Loewe u. Eddy, 1997). 
Bestimmung des GC-Gehalts: Der GC-Gehalt von Sequenzen wurde mit Hilfe von 
Programmen berechnet, die in unserer Arbeitsgruppe von Dr. C. Weinel und Dr. O. Reva 
erstellt worden waren. 
Sequenzwiederholungen: Verwendet wurden für die Suche nach direct und inverted repeats 
in den Sequenzen Programme („repeats“, „palindrome“, etc) aus einem Programmpaket des 
„Bioweb Institut Pasteur“ (http://bioweb.pasteur.fr). Oftmals musste aber auch auf eine 
manuelle Identifizierung zurückgegriffen werden. Die Identifizierung von repeats wurde 
zumeist mit Datenbankvergleichen der betreffenden Sequenzbereiche verknüpft, um z. B. 
Transposon-Insertionen oder ori-Regionen zu identifizieren. 
Identifizierung offener Leserahmen bzw. potentieller Gene: Verwendet wurden ein 
Programm der „IBM Bioinformatics Group“ (http://cbcsrv.watson.ibm.com/Tgi.html) und 
vornehmlich „GeneMarkTM“ und „GeneMarkTM.hmm“ (Lukashin u. Borodovsky, 1998; 
 57
Besemer u. Borodovsky, 1999) (http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/). Bei 
„GeneMarkTM“ werden für den der Suche zugrundeliegenden Algorithmus pseudomonas-
typische Parameter vorgegeben. Bei „GeneMarkTM.hmm“ werden in einem heuristischen 
Verfahren die Parameter des Rechenalgorithmus erst entsprechend vorläufiger Ergebnisse, die 
sich ohne Spezies-spezifische Einstellungen ergeben, festgesetzt und dann auf die finale 
Analyse der Sequenzdaten angewandt. Dies war für die in dieser Arbeit durchgeführten 
Annotationen ein deutlicher Vorteil, da die analysierten Sequenzen aus Geninseln 
unbekannter Herkunft stammten, die vermutlich durch horizontalen Gentransfer ins P. 
aeruginosa Genom gelangt sind. Das Programm lieferte neben der Position der ORFs auch 
die dazugehörigen Proteinsequenzen in der Sequenz und eventuelle alternativen möglichen 
Startpositionen. Die ORFs wurden alle zusätzlich manuell überprüft, u. a. durch 
Datenbankvergleiche und der Suche nach potentiellen Ribosomenbindungsstellen (RBS) 
neben den möglichen Startcodons, und gegebenenfalls gegenüber der GenemarkTM.hmm-
Vorhersage verändert. 
Vergleiche mit anderen Sequenzen in Datenbanken: Verwendet wurden die verschiedenen 
„BLAST“-Programme (Altschul et al., 1990) des „National Center for Biotechnological 
Information“ (NCBI), mit denen in diversen DNA-und Proteindatenbanken nach Einträgen 
gesucht werden kann, die Ähnlichkeiten zur analysierten Sequenz aufweisen 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Vornehmlich benutzt wurden „PHI- and PSI-
BLAST“ für Proteinsequenzen und „BLAST against microbial genomes“, das die unbekannte 
Sequenz mit den Ergebnissen der 294 (Stand 24.04.04) abgeschlossenen bzw. fast 
abgeschlossenen Sequenzierprojekte prokaryotischer Genome vergleicht. Die Güte und 
Aussagekraft der durch die BLAST-Suche gefundenen Übereinstimmungen konnte anhand 
der mitgelieferten Daten (Wahrscheinlichkeit zufälliger Ähnlichkeiten, Darstellung der 
ähnlichen Abschnitte) individuell bewertet werden. 
Suche nach funktionellen Domänen in Proteinsequenzen: Die Aminosäuresequenzen von 
vorhergesagten ORFs wurden mit Hilfe der Programme „PFAM“ 
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) und „Block searcher“ 
(http://blocks.fhcrc.org/blocks/blocks_search.html) wurden nach Abschnitten durchsucht, die 
ähnlich zu in Datenbanken abgelegten Sequenzen von funktionellen Proteindomänen sind. 
Gute Übereinstimmungen stellten wichtige funktionelle Hinweise für die untersuchten ORFs 
dar. 
Identifizierung von Transmembran-Domänen: Die Identifizierung möglicher 
Transmembran-Domänen in Proteinen erfolgte mit Hilfe der Programme „DAS 
Transmembrane Prediction Server“ (http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/maindas.html) 
 58
(Cserzo et al., 1997)  und „SOSUI“ (http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/cgi-
bin/sosui.cgi?/sosui_submit.html). 
Vergleich zweier oder mehrerer Sequenzen: Um den Grad der Ähnlichkeit zweier 
Sequenzen zu bestimmen und übereinstimmende Abschnitte in beiden darzustellen, wurden 
die Programme „BLAST 2 Sequences“ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html) 
und „ClustalW“ (Thompson et al, 1994) verwendet. Die Darstellung ähnlicher Sequenzen in 
einem phylogenetischen Baum erfolgte mit Hilfe der Funktion „phylogenetic tree design“ des 
Programmpaketes „BioEdit Version 5.0.9“. 
Das Programm „BLAST 2 Sequences“ gibt beim Vergleich zweier Nukleotidsequenzen 
zusätzlich zum Grad der Ähnlichkeit noch einen sog. „score“ an. Dieser score stellt einen 
Absolutwert für die Ähnlichkeit unter Berücksichtigung der Länge und des Anteils 
übereinstimmender Nukleotide dar. Jeder Position innerhalb der ähnlichen Sequenzen wird 
ein positiver (für identische Nukleotide) oder ein negativer Wert (für Abweichungen, Beginn 
oder Elongation von Lücken) zugeordnet. Der score entspricht der Summe dieser einzelnen 
Werte über die gesamte Länge der ähnlichen DNA-Abschnitte. 
 
Wurden in die Analysen zusätzlich zu den eigenen noch Sequenzen anderer Stämme oder 
Spezies mit einbezogen, wurden die Daten zumeist aus der an das NCBI angeschlossenen 
Sequenzdatenbank „GenBank®“ (http://www.ncbi.nlm.niv.gov) bezogen. Auch von den 
Internetseiten einiger Genomsequenzierungsprojekte wurden Sequenzdaten heruntergeladen: 
Stamm: Internetadresse: 
P. aeruginosa PAO1 (http://www.pseudomonas.com) 
Burkholderia fungorum LB400 (http://genome.jgi-
psf.org/draft_microbes/burfu/burfu.home.html) 





Ergebnisse und Diskussion 
3 Analyse des Plasmides pKLC102 
3.1 Hintergrund 
Das Pseudomonas aeruginosa Plasmid pKLC102 liegt in Klon C Stämmen als episomales 
Plasmid und als in das Genom integrierte Insel vor. In Klon K Stämmen findet man ein 
Plasmid pKLK106, das ein fast identisches Restriktionsmuster aufweist (Kiewitz et al., 2000). 
Dieses Plasmid integriert anscheinend reversibel an zwei verschiedenen Positionen ins 
Chromosom, in der Nähe des phnA- und des oprL-Gens und in der Nähe des pilA- und des 
hemA-Gens. Dagegen tritt pKLC102 in Klon C Stämmen nur in der Nähe des pilA-Locus im 
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Abbildung 3.1: SpeI-Restriktionskarte der Regionen in Klon K und Klon C Stämmen mit
integriertem Plasmid pKLK106 bzw. pKLC102 (nach Kiewitz et al., 2000). Die inserierten 
Plasmide sind durch graue Blöcke dargestellt. Schwarze Indikatoren kennzeichnen die Positionen
von Markergenen im PAO-Genom, die entsprechenden Positionen in den Klon K und C Stämmen
sind durch Linien gekennzeichnet. 
In mehreren Klon C Stämmen liegt keine episomale Version des Plasmides vor. In der 
Subgruppe C dieser Stämme findet man eine zusätzliche Insertion von ca. 23 kb in der 
genomisch integrierten Form von pKLC102, die in den anderen Subgruppen und auch im 
episomalen Plasmid nicht auftritt (Römling et al., 1997). 
Im Rahmen der Arbeiten von Dr. K. D. Larbig waren Cosmidbibliotheken für das episomale 
Plasmid pKLC102 (isoliert aus Stamm C17) und für das gesamte Genom des zur Subgruppe 
C gehörenden Stammes C angelegt worden. Mit Hilfe dieser Bibliotheken war u. a. eine 
physikalische Karte des Plasmides erstellt (siehe Abbildung 3.2), der Rekombinationspunkt 
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für die Integration ins Chromosom im Plasmid-Fragment BmQ lokalisiert und aus der 
Bibliothek für Stamm C das Cosmid pKSCC187 detektiert worden, dass pKLC102-DNA mit 
der zusätzlichen 23 kb-Insertion trägt. Das Fragment BmQ und das Cosmid pKSCC187 waren 
vollständig sequenziert worden. Dadurch konnte die inserierte Sequenz als Integron (23061 
bp) definiert und annotiert werden. Der Insertionspunkt für das Integron auf der pKLC102-
DNA wurde exakt lokalisiert und es waren 15,5 kb der den Insertionspunkt umgebenden 
pKLC102-DNA bekannt (K. D. Larbig, Dissertation 2001). 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die chromosomalen Insertionspunkte für Klon K und Klon 
C genauer analysiert und exakt lokalisiert (in Zusammenarbeit mit Dr. K. D. Larbig). Die 
gesamte pKLC102 DNA wurde sequenziert und charakterisiert, dabei erfolgte auch eine 
Überarbeitung der Annotation des oben beschriebenen Integrons. Außerdem wurde anhand 





















































Abbildung 3.2: Physikalische Karte des Plasmides pKLC102, erstellt mit SpeI (innen, grau)
und BamHI (außen) nach K. D. Larbig (Dissertation 2001). Der Insertionspunkt des Integrons
in Stamm C und der Rekombinationspunkt für die chromosomale Integration sind angegeben.
Bei chromosomaler Integration wird die Plasmid-DNA in Fragment BmQ geöffnet. 
3.2 Analyse der Integrationspunkte auf dem Chromosom 
Die Sequenz des Restriktionsfragments BmQ (GenBank acc. no. AF285416) enthielt eine 
45 bp lange Sequenz mit 100 % Identität zu zwei Abschnitten in der Genomsequenz von 
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PAO1. Diese 45 bp entsprachen dem 3’-Ende eines tRNALys-Gens. Kopien dieses tRNALys-
Gens sind im PAO1-Genom auf dem Restriktionsfragment SpE zwischen den ORFs PA4541 
und PA4542 (in der Nähe des Markergens pilA) und auf dem Fragment SpF zwischen ORF 
PA0976 und PA0977 (in der Nähe des Markergens phnA) lokalisiert. Dies entsprach den 
Regionen, in denen integrierte Formen von pKLK106 und pKLC102 detektiert worden waren.  
Die 3’-Enden von tRNAs sind als typische Erkennungssequenzen für die Integration von 
Phagen beschrieben (Campbell, 1992, 1996), aber auch für die chromosomale Integration 
eines Plasmid-ähnlichen Elements von 105 kb (Ravatn et al., 1998(A) u. 1998(B)). Im 
Fragment BmQ war neben den PAO-identischen 45 bp auf der einen Seite ein soj-Gen 
(kodiert für ein chromosome partitioning Protein), auf der anderen Seite ein putatives Phagen-
artiges Integrasegen (xerC) identifiziert worden. Dies führte zu der Hypothese, dass die 
Plasmide pKLC102 und pKLK106 an den 3’-Enden von tRNALys-Genen ins P. aeruginosa 
Genom integrieren und diese Integration nach einem für Phagen beschriebenen Mechanismus 
erfolgt. Bei der Phagen-Integration (z. B. für P4- oder λ-Phage) vermittelt eine Integrase eine 
Rekombination zwischen einer Integrationssequenz auf der Phagen-DNA (attP) und einem 
identischen Gegenstück auf dem Wirtsgenom (attB). Bei der Rekombination erfolgt innerhalb 
eines kurzen Sequenzabschnittes (att-Kernelement (Campbell, 1992)) ein Strangaustausch. 
Die attP- und attB-Sequenzen sind nach der Integration an den Übergängen zwischen der 
inserierten und der chromosomalen DNA zu finden (attL und attR). 
Entsprechend dieser Hypothese der Plasmid-Integration nach Phagen-artigem Mechanismus 
wurden die 45 bp vom 3’-Ende der tRNALys-Gene im Genom als attB und die identische 
Sequenz im Plasmidfragment BmQ als attP definiert. In Genom sollten nach der Integration 
folgende Sequenzabschnitte aufeinander folgen: 
 1. Übergang:       genomische DNA  -  attL -   Plasmid-DNA (aus BmQ) 
 2. Übergang:     Plasmid-DNA (aus BmQ)  -  attR  -  genomische DNA 
Dabei sollten an einem Übergang genomische DNA und attL oder attR (je nach Leserichtung) 
wieder eine vollständiges tRNALys-Gen wie vorher in attB zu finden sein. 
 
Die Überprüfung dieser Hypothese erfolgte durch kombinatorische PCR. Dafür wurden 
folgende Primer konstruiert:  
„BmQ1f“ und „BmQ3r“   ⇒   in Fragment BmQ von pKLC102 oberhalb/unterhalb der  
 vermeintlichen attP-Sequenz 
„SpE1f“ und „SpE2r“       ⇒   im PAO1-Genom oberhalb/unterhalb des tRNALys-Gens in  
 Fragment SpE 
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„SpF2f“ und „phn7“         ⇒   im PAO1-Genom oberhalb/unterhalb des tRNALys-Gens in  
 Fragment SpF 
(Primer phn7 liegt in PAO1 jenseits einer Stamm-spezifischen 8,9 kb Insertion (ORFs 
PA0977 – PA0987) (Kiewitz et al., 2000). Diese Insertion trägt eine SpeI-Schnittstelle, so 
dass der Primer phn7 auf dem nach SpF folgendem Fragment SpU liegt). 
 
Die PCR wurde durchgeführt mit verschiedenen Kombinationen aus je einem Plasmid-Primer 
und einem Genom-Primer. Für die Stämme C und SG17M (Klon C) sowie K, K1 und K2 
(Klon K) konnte mit folgenden Primer-Kombinationen chromosomale DNA amplifiziert 
werden, die dementsprechend den Übergang von genomischer zu integrierter DNA enthalten 
mussten: 
 Stamm C: BmQ1f / SpE2r    und    BmQ3r / SpE1f 
 Stamm SG17M: BmQ1f / SpE2r    und    BmQ3r / SpE1f 
 Stamm K: BmQ1f / phn7      und    BmQ3r / SpF2f 
 Stamm K1: BmQ1f / SpE2r    und    BmQ3r / SpE1f 
 Stamm K2: BmQ1f / SpE2r    und    BmQ3r / SpE1f 
 
Alle anderen Kombinationen je eines Plasmid- und eines Genom-Primers lieferten keine 
PCR-Produkte. Auf den Stämmen K1 und K2 konnte noch mit der Kombination genomischer 
Primer SpF2f / phn7, auf Stamm K mit den Primern SpeE1f / SpE2r ein PCR-Produkt 
generiert werden. Mit diesen Produkten sollte die Umgebung der tRNALys bzw. attB-Sequenz 
analysiert werden, in die pKLC102 im jeweiligen Stamm nicht inseriert war.  
 
Alle dreizehn PCR-Produkte wurden sequenziert (Sequenzen bis auf Stamm K – SpE1f / 
SpE2r abgelegt unter GenBank accession numbers AF285417 – AF285426, entsprechende 
Produkte für C und SG17M identisch). 
Die Ergebnisse bestätigten die Hypothese der Plasmidintegration in das 3’-Ende der tRNALys-
Gene: An allen Übergängen wurden die 45 bp vom 3’-Ende der tRNA als Verbindung (attL 
bzw. attR) zwischen genomischer (PAO1-konservierter) DNA und der aus dem pKLC102-
Fragment BmQ bekannten Sequenz gefunden. Die im Plasmid an attP bzw. im Genom an attB 
angrenzenden Sequenzen waren neben attL und attR vollständig erhalten, so dass die attL-
Sequenz jeweils wieder Teil einer vollständigen tRNALys war. Vergleiche der Sequenz von 









4)                              GGGTCGTTAGCTCAGTCGGTAGAGCAGTTGGCTTTTAACCAATTGGT 




3) CGTAGGTTCGAATCCTACACGACCCACCA ATTAGAAAGGAGTTTCTGTAGCTCTCCGTA.....phnAB T
4) CGTAGGTTCGAATCCTACACGACCCACCA 
 




4)                              GGGTCGTTAGCTCAGTCGGTAGAGCAGTTGGCTTTTAACCAATTGGT 













4)                                  GGGTCGTTAGCTCAGTCGGTAGAGCAGTTGGCTTTTAACCAATTGGT 








Abbildung 3.3: Vergleich der att-Sequenzen und der umgebenden Region bei der genomischen 
Integration von pKLC102 bzw. pKLK106. Mit aufgeführt ist jeweils die Sequenz des tRNALys-Gens, die 
Sterne markieren das Anticodon TTT. Übereinstimmende Nukleotide sind grau unerlegt, 
Übereinstimmungen mit dem tRNALys-Gen schwarz. A) Alignment der attP-Sequenz der Plasmide 
(identisch in pKLC102 und pKLK106) und der attB-Sequenzen in der hemA-pilA-Region (gezeigt für 
PAO1) bzw. der oprL-phnA-Region (gezeigt für K1/K2). Die 45 bp vom 3’-Ende der tRNALys (und ein 
weiteres T), die die eigentlichen att-Sequenzen darstellen, sind durch eine Linie angezeigt. B) und C) 
Vergleich der attL- bzw. attR- Sequenzen und der Umgebung. Gezeigt sind die Übergänge zwischen 
genomischer und integrierter Plasmid-DNA in der hemA-pilA-Region (Stämme K1, K2, C, SG17M) 
oder in der oprL-phnA-Region (Stamm K).  
 
Für die Stämme C, SG17M, K1 und K2 konnte somit folgende Genomarchitektur in der 
hemA-pilA-Region detektiert werden:  
hemA – chromosomale DNA – 5’ tRNALys mit attL – (BmQ-Plasmid-BmQ)  
– attR 3’ – chromosomale DNA – pilA 
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In Stamm K liegt in der oprL-phnA-Region folgende Architektur vor: 
oprL  – chromosomale DNA – 5’ tRNALys mit attL – (BmQ-Plasmid-BmQ)  
 attR 3’ – chromosomale DNA – phnA 
 
Der Sequenzierungen der in den Klon K-Stämmen jeweils nicht genutzten attB-Regionen 
ergab Folgendes: Die Sequenz des SpeE1f / SpE2r-Produktes auf Stamm K-DNA entsprach 
der Sequenz im PAO1-Genom, die tRNALys mit der attB-Sequenz ist auch in Stamm K die 
erste einer Gruppe von drei tRNAs zwischen PA4541-und PA4542-ORFs. Im SpF2f / phn7-
Produkt auf Stamm K1 ist die tRNALys einerseits von PAO1-konservierter DNA bis hin zum 
ORF PA0976, auf der anderen Seite von konservierter DNA ab ORF PA0988 umgeben. 
Dieser Aufbau entspricht dem vom Stamm PAO1 abzüglich der oben beschriebenen 8,9 kb-
Insertion (ORFs PA0977 – PA0987). Die attB-flankierenden Abschnitte genomischer DNA in 
Stamm K bzw. in K1 sind jeweils identisch mit denen, die in K1 und K2 vor attL und nach 
attR an den Übergängen zu finden sind. In den Klon K Stämmen ist demnach die jeweils nicht 
verwendete attB-Sequenz von Spezies-spezifischer DNA umgeben und weist keine inserierten 
DNA-Blöcke auf, so dass die Integration des Plasmides jeweils ebenso an der ungenutzten 
attB-Sequenz möglich wäre.  
Tatsächlich scheinen auch beide attB-Sequenzen alternativ genutzt zu werden. Die Stämme K, 
K1 und K2 sind sequentielle Isolate aus der Lunge eines CF-Patienten, so dass im Verlauf der 
Kolonisierung eine Mobilisierung des Plasmides pKLK106 aus der einen Region und eine 
nachfolgende Integration in die andere Region des Klon K Genoms erfolgt zu sein scheint. 
Die Integration des Plasmides ist demnach reversibel und kann variabel an beiden potentiellen 
attB-Sequenzen stattfinden. Hierfür spricht auch die Beobachtung, dass nach 
Subkultivierungen des Stammes K1 in vitro das Plasmid nicht mehr in der hemA-pilA-Region 
detektiert wurde, stattdessen aber, wie vorher für Stamm K, in der oprL-phnA-Region 
(Kiewitz et al., 2000). Das zwischen den sequentiellen Isolaten K und K1 beobachtete 
Rearrangement des Genoms war während der Subkultivierung also wieder in Gegenrichtung 
verlaufen. 
 
Dieselben attB-Sequenzen wie in Klon K liegen auch im Genom von PAO1 und den Klon C 
Stämmen vor. In den Klon C Stämmen wird die attB-Sequenz in der hemA-pilA-Region 
anscheinend nach dem gleichen Mechanismus für die Integration des verwandten Plasmides 
pKLC102 verwendet. An der anderen attB-Sequenz wurde keine pKLC102-Insertion 
beobachtet. Ebenso wie in PAO1 (Insertion von 8,9 kb, siehe oben) ist dort ein anderes 
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genetisches Element inseriert (siehe Kapitel 3.5), dass scheinbar die pKLC102-Insertion 
verhindert.  
 
Zusammenfassend werden also beide Plasmide pKLC102 und pKLK106 durch einen Phagen-
artigen Mechanismus in das P. aeruginosa Chromosom integriert. Die Sequenz-spezifische 
Insertion findet an definierten Abschnitten von tRNALys-Genen statt, und wird vermutlich 
durch eine neben der Plasmid-attP-Sequenz kodierte putative XerC-Integrase katalysiert. Die 
Strukturen der Plasmid-Chromosom-Übergänge an attL und attR und der identifizierten attP- 
und attB-Sequenzen in den Plasmiden bzw. auf der chromosomalen DNA entsprechen denen, 
die bei der Integration vieler Phagen in Zielsequenzen am 3’-Ende von tRNA-Genen 
beschrieben sind (Campbell, 1996). 
Beispiele für die Rekombination von Plasmiden oder ähnlichen genetischen Elementen mit 
tRNA-Genen sind bisher nur selten beschrieben, so z. B. für das Element pSAM2, das in eine 
tRNAPro von Streptomyces ambofaciens inseriert (Raynal et al., 1998), für die Integration von 
pSE101 in eine tRNASer von Saccharopolyspora erythraea (Brown et al., 1994) und das in 
eine tRNAGly inserierte 105 kb große clc-Element in Pseudomonas sp. B13. Bei diesen 
Beispielen waren ebenso wie für pKLC102 und pKLK106 Phagen-ähnliche Integrase-Gene 
(int) neben den att-Sequenzen detektiert worden. 
 
Die att – int Sequenzabschnitte dieser Beispiele wurden mit den entsprechenden Abschnitten 
aus pKLC102 und pKLK106 sowie aus vier Bakteriophagen verglichen (mv4 (Auvray et al., 
1997; Auvray et al., 1999), Sfi21 (Bruttin et al., 1997), VWB (Van Mellaert et al., 1998), 
Phage λ (Campbell, 1996)). Dabei war für die Sequenzen der Plasmide und ähnlicher 
Elemente untereinander keine größere Ähnlichkeit festzustellen als zu den Phagen-
Sequenzen. Zwischen Integrase-Sequenzen, attP-Sequenz und Länge und Struktur des 
intergenischen Bereiches zwischen attP und int-gen konnte ebenfalls kein Zusammenhang 
gesehen werden. Auffällig war lediglich, dass die Distanz zwischen attP und Integrase-Gen 
bei pKLC102 und pKLK106 mit 369 bp größer war als bei allen anderen analysierten 
Beispielen. 
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3.3 Sequenzierung und Annotation von pKLC102 
3.3.1 Erstellung eines Cosmid-Contigs zur Abdeckung der Plasmid-Sequenz 
Aus den Arbeiten von K. D. Larbig (Dissertation, 2001) war bereits die Sequenz des 
Restriktionsfragmentes BmQ bekannt, das die Rekombinationssequenz attP für die 
Integration ins P. aeruginosa Chromosom enthält. Außerdem war das Cosmid pKSCC187 aus 
der Genombibliothek von Stamm C sequenziert worden. Dieser Stamm gehört zu der 
Subgruppe von Klon C Stämmen, in denen nur eine integrierte Form der pKLC102-DNA mit 
einem zusätzlichen Integron von 23 kb detektiert wurde, aber kein episomales Plasmid. Durch 
die pKSCC187-Sequenz war die Sequenz des Integrons und von ca. 15,5 kb pKLC102-DNA 
bekannt (siehe Kapitel 3.1). Ausgehend davon wurde entschieden, die restliche pKLC102-
DNA auch in der in Stamm C auftretenden Form zu sequenzieren. 
Dafür mussten geeignete Cosmide aus der pKSCC-Bibliothek ausgewählt werden. Deren 
inserierte DNA sollte zusammen mit der Sequenz aus pKSCC187 die pKLC102-DNA 
möglichst vollständig abdecken, aber dabei nur wenig überlappen. Für die Auswahl dieser 
Cosmide wurde wiederum auf Ergebnisse aus der Dissertation von K. D. Larbig 
zurückgegriffen: pKLC102-DNA war in 24 Cosmiden aus der pKSCC-Bibliothek detektiert 
worden. Für die Identifizierung des Rekombinationspunktes waren die BamHI-
Restriktionsfragmente dieser Cosmide mit denen von DNA des episomalen Plasmides 
verglichen worden. Dabei hatte sich gezeigt, dass nur ein Cosmid (pKSCC867) den attL-
Übergang (mit dem kompletten tRNALys-Gen) von pKLC102-DNA zu chromosomaler DNA 
in Stamm C (siehe Kapitel 3.2) enthält. 
Die BamHI-Restriktionsmuster von pKSCC187 und pKSCC867 wurden mit der 
physikalischen Karte (siehe Abbildung 3.2) verglichen und die durch diese beiden Cosmide 
noch nicht abgedeckten BamHI-Fragmente bestimmt. Für die übrigen 22 präselektierten 
Cosmide wurde untersucht, welche der noch fehlenden BamHI-Fragmente in ihrem 
Restriktionsmuster zu finden waren. Daraufhin erfolgte die Auswahl zweier weiterer 
Cosmide, pKSCC785 und pKSCC050, die die gewünschten Abschnitte (fast) vollständig 
enthalten sollten.  
Die vier gewählten Cosmide deckten folgende Abschnitte der physikalischen Karte ab:  
 pKSCC785: BmQ (attR-soj) – BmG (partiell) 
 pKSCC187: BmL (partiell) – BmY1 (partiell) 
 pKSCC050: BmO (partiell) – BmS1 (partiell) 
 pKSCC867: BmS1 (partiell) – BmQ (attL-int) 
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Dabei sollten die Inserts von pKSCC050 und 867 auf dem Fragment BmS1 überlappen. 
Zwischen pKSCC187 und 050 blieb allerdings eine Lücke, die Teile der Fragmente BmY1 
und BmO umfassen sollte (siehe Abbildung 3.4). Die Größe dieser Lücke wurde auf 2,1 – 
2,5 kb geschätzt.  
Die Cosmide pKSCC785, pKSCC050 und pKSCC867 wurden daraufhin sequenziert. Nach 
dem Erhalt der Sequenz von pKSCC050 sollte dann noch ein PCR-Produkt generiert und 
sequenziert werden, das die verbleibende Lücke zwischen den Enden von pKSCC187 und 050 
überspannt. 
pKSCC785 pKSCC187









Abbildung 3.4: Übersicht über den erstellten pKLC102-abdeckenden Contig in Stamm C
 
3.3.2 Sequenz von pKLC102 und Annotation 
Erstellung der Gesamtsequenz 
Die Inserts der einzelnen Cosmide hatten folgende Größen: 
 pKSCC785: 36864 bp 
 pKSCC187: 38548 bp (einschließlich Integron mit 23061 bp) 
 pKSCC050: 38900 bp 
 pKSCC867: 39561 bp 
 
Auf den Enden der Inserts von pKSCC187 und pKSCC050, die auf Restriktionsfragment 
BmY1 bzw. BmO lagen, wurde je ein Primer generiert (Primer 187gap und 050gap). Mit 
diesen Primer konnte ein PCR-Produkt („gap-PCR“) generiert werden, dass die verbliebene 
physikalische Lücke im Contig schloss. Die Sequenzierung bestätigte die Überlappung dieses 
gap-PCR-Produktes mit den Insertenden von pKSCC187 und pKSCC050. Die Größe dieses 
PCR-Produktes betrug: 
  gap-PCR:  2600 bp 
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Aus diesen 5 Sequenzen wurde ein durchgehender Contig von 145275 bp erstellt. An den 
Enden wurden jeweils Abschnitte mit PAO1-konservierter DNA detektiert. Auf der einen 
Seite war in dieser DNA gegenüber PAO1 ein Abschnitt von 54 bp aus einer repeat-Struktur 
deletiert, die übrige Sequenz war zu 99,6 % mit der PAO1-Sequenz identisch und enthielt 
Homologe zu den ORFs PA4538 – PA4541. Auf der anderen Seite betrug die 
Sequenzidentität 99,67 %, identifiziert wurden nach dem tRNALys-Gen ein tRNAPro- und ein 
tRNAAsn-Gen, sowie Homologe zu den ORFs PA4542 – PA4548. Wie schon in der Analyse 
der Integrationspunkte (Kapitel 3.2) beschrieben, ist die chromosomale DNA, die die 
ehemalige attB-Sequenz umgeben hatte, konserviert und flankiert die inserierte pKLC102-
DNA.  
Der Gesamt-Contig wurde in Kolinearität mit der PAO1-Genomsequenz (Stover et al., 2000) 
angeordnet. Dadurch findet man das xerC-Integrase-Gen und den Übergang zur 
chromosomalen DNA mit dem kompletten tRNALys-Gen (analog zum vorigen Kapitel als attL 
bezeichnet) am Ende der inserierten Sequenz und attR an deren Anfang. 
Nach Abzug der flankierenden chromosomalen DNA (einschließlich der tRNA-Lys) wurde 
aus dem Contig noch das in pKLC102 inserierte Integron herausgenommen, das separat 
analysiert wurde (siehe Kapitel 3.4). Danach verblieb für die pKLC102-DNA ein Contig von 
103532 bp.  
 
Sequenzanalyse und Annotation: 
Die allgemeinen Charakteristika der ermittelten pKLC102-Sequenz wurden mit denen des 
PAO1-Genoms (Stover et al., 2000) und von PAGI-2(C), einer anderen Geninsel 
vergleichbarer Größe in P. aeruginosa C (Larbig et al., 2002), verglichen. Die Werte sind in 











Anzahl der ORFs 
pro 10 kb 
pKLC102 103532 60,9 % 86,3 % 105 10,1 
PAGI-2(C) 104955 64,7 % 90,4 % 112 10,7 
PAO1-Genom 6624403 66,6 % 89,4 % 5570 8,9 
 
Tabelle 3.1: Allgemeine Charakteristika von pKLC102, PAGI-2(C) und PAO1-Genom 
 
Annotiert wurden auf der pKLC102-DNA insgesamt 105 ORFs, wobei zwei kleinere im 
Gegenstrang von größeren ORFs definiert („inner“ ORFs CP62b, CP103b) wurden. Die 
DNA-Sequenzen aller einzelnen ORFs und die Sequenz des vollständigen Plasmids pKLC102 
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sind im Anhang aufgeführt (Kapitel 12.3). Außerdem wurden die Gesamtsequenz und die 
Proteinsequenzen der einzelnen ORFs in die Datenbank GenBank eingegeben (GenBank acc. 
no. AY257538).  
Die Anordnung der annotierten ORFs innerhalb der Gesamtsequenz und ihre Leserichtung 
sind in Abbildung 3.5 dargestellt, die jeweiligen Annotationsergebnisse sind in Tabelle 3.2 
zusammengefasst. Die Nummerierung der ORFs (CP1, CP2 usw.) wurde hinter der attP-
Sequenz begonnen und entspricht damit der Abfolge nach Insertion der pKLC102-DNA ins 
Chromosom. Gennamen wurden nur bei sehr hoher Homologie der Aminosäuresequenz zu 




























Tabelle 3.2 (folgende Seiten): Annotationsergebnisse der ORFs im Plasmid pKLC102 
 
links rechts
 CP1 113 997 → 294 60.23% soj Protein zur Chromosomenaufteilung XF1785 NP_299073 6E-67
 CP2 999 1724 → 241 59.78% Konserviertes hypothetisches Protein (Pseudomonas resinovorans ) NP_758706 2E-25
 CP3 1721 2218 → 165 62.25% Konserviertes hypothetisches Protein PA2226 (Pseudomonas aeruginosa ) NP_250916 5E-27
 CP4 2224 2970 → 248 61.85%
Konserviertes hypothetisches Protein, codiert von Gen 
Z2097 im Prophagen CP-933O (Escherichia coli 
O157:H7 EDL933)
NP_287555 6E-10
 CP5 2967 3653 → 228 64.05% Konserviertes hypothetisches Protein Magn3145 (Magnetospirillum magnetotacticum ) ZP_00050489 1E-10
 CP6 3653 4354 → 233 64.53% Konserviertes hypothetisches Protein (Salmonella enterica  subsp. enterica  serovar Typhi) NP_456007 1E-09
 CP7 4351 5058 → 235 58.62% Konserviertes hypothetisches Protein EsV-1-119 ORF119 (Ectocarpus siliculosus  virus) NP_077604 0,039
 CP8 5042 5260 → 72 57.08% Hypothetisches Protein – –
 CP9 5323 6600 → 425 61.11% dnaB Replikative DNA Helicase PA4931 (dnaB ) (P. aeruginosa ) NP_253618 1E-122
 CP10 7039 7395 ← 118 55.74% Hypothetisches Protein – –
 CP11 7838 8365 → 175 61.74% Hypothetisches Protein – –
 CP12 8362 8619 → 85 60.08% Hypothetisches Protein – –
 CP13 8612 9109 → 165 62.85% Hypothetisches Protein – –
 CP14 9102 9335 → 77 66.24% Konserviertes hypothetisches Protein Bcep0486 (Burkholderia fungorum ) ZP_00027718 1E-06
 CP15 9335 10351 → 338 64.01% Konserviertes hypothetisches Protein PA3849 (P. aeruginosa ) NP_252538 1E-175
 CP16 10348 10602 → 84 58.43% Putatives DNA-Bindungsprotein PA3385 (AlgZ ) (P. aeruginosa ) AAD55364 0,028
 CP17 10599 12332 → 577 58.36% Konserviertes hypothetisches Protein SG102 (P. aeruginosa ), mit Par B-ähnlicher Nuclease-Dömäne AAN62323 1E-104
 CP18 12360 13115 → 251 59.13% Konserviertes hypothetisches Protein Bcep0488 (B. fungorum) ZP_00027720 1E-30
 CP19 16188 16197 → 242 63.24% Konserviertes hypothetisches Protein C104 (P. aeruginosa ) AAN62197 4E-64
 CP20 16500 17048 → 182 60.84% Konserviertes hypothetisches Protein C103 (P. aeruginosa ) AAN62196 1E-24
 CP21 17095 17934 → 279 60.83% Putativer Antirepressor sb41 (Salmonella  typhimurium  Phage ST64B) NP_700414 6E-23
 CP22 17964 18452 → 162 62.17% ssb Putatives DNA-Einzelstrang-bindendes Protein ssb (P. aeruginosa ) AAN62318 5E-30
 CP23 18871 19152 ← 93 53.90% Hypothetisches Protein – –
 CP24 19289 19549 ← 86 52.87% Hypothetisches Protein – –
 CP25 19571 19981 ← 136 60.83% Putatives Nukleinsäure-bindendes protein mit PIN-konservierter Domäne (S. typhimurium  LT2) NP_461950 2E-51
 CP26 19981 20211 ← 76 57.57% Putatives Virulenz-assoziiertes Protein im Zytoplasma (S. typhimurium  LT2), VagC  Domäne NP_490591 2E-20
 CP27 20467 22386 → 639 62.19% topA Topoisomerase I XFa0003 (X. fastidiosa ) NP_061659 1E-148
 CP28 22694 22903 → 69 51.90% cspA Kälteadaptationsporotein / Kälteschockprotein PA3266 (CspA ) (P. aeruginosa ) NP_251956 2E-18





Tabelle 3.2: Annotationsergebnisse der ORFs im Plasmid pKLC102 










Tabelle 3.2 (Fortsetzung) 
links rechts
 CP30 25010 26983 → 657 64.18%
Putative Helicase Psyr4003 (Pseudomonas syringae 
pv. syringae ); Protein aus Familie DEAD-artiger 
Helicasen mit entsprechenden N-und C-terminalen 
Domänen
ZP_00127683 0
 CP31 27105 27887 → 260 46.23% Putativer ABC-Transporter mlr7981 (Mesorhizobium loti ), ATP-bindendes Protein BAB53638 9E-85
 CP32 27920 29173 → 417 41.55% Konserviertes hypothetisches Protein SMa2241 (Sinorhizobium meliloti  Plasmid pSymA) NP_436454 1E-126
 CP33 29347 30471 → 374 65.16% pilL PilL  (Yersinia pseudotuberculosis ) AAL05416 3E-36
 CP34 30471 32180 → 569 63.86% pilN PilN  (E. coli ) AAL05518 8E-56
 CP35 32298 33509 → 403 64.03% pilO PilO  (Salmonella typhi ) AAF14815 5E-13
 CP36 33499 34032 → 177 70.97% pilP PilP  (S. typhimurium plasmid  R64) BAA77976 2E-04
 CP37 34041 35621 → 526 63.25% pilQ PilQ  (S. enterica  subsp. enterica  serovar Dublin) AAF81213 7E-74
 CP38 35621 36700 → 359 63.80% pilR PilR  (S. typhi ) AAC98886 2E-40
 CP39 36779 37252 → 157 60.13% pilS
PilS ; Präpilin ähnlich einem hypothetischen protein 
(P. syringae pv. syringae  B728a) und einem Typ IV 
Präpilin (Yersinia pseudotuberculosis )
ZP_00127690 3E-18
 CP40 37249 38190 → 313 66.03% pilU PilU , „twitching motility “ Protein (P. aeruginosa ) S54702 1E-15
 CP41 38195 39523 → 442 63.81% pilV PilV  (E. coli ) CAA44099 6E-48
 CP42 39552 39989 → 145 68.26% pilM PilM  (S. typhimurium  plasmid R64) BAA77973 1,1
 CP43 40911 41300 → 129 60.00% Hypothetisches Protein – –
 CP44 41373 41552 → 59 53.33% Hypothetisches Protein – –
 CP45 41554 41688 → 44 58.52% Hypothetisches Protein – –
 CP46 42012 42491 → 159 57.29% Konserviertes hypothetisches Protein (Pseudomonas fluorescens ) ZP_00087894 4E-46
 CP47 42861 43058 → 65 53.54% Konserviertes hypothetisches Protein (S. enterica subsp. enterica  serovar Typhi) NP_458626 1E-10
 CP48 43163 43441 → 92 50.18% Hypothetisches Protein – –
 CP49 43544 44251 → 235 52.68% Konserviertes hypothetisches Protein Pflu5179 (P. fluorescens ) ZP_00087892 1E-41
 CP50 44487 44837 → 116 63.25% Hypothetisches Protein – –
 CP51 44894 45685 → 263 61.62% Konserviertes hypothetisches Protein XF1760 (X. fastidiosa ) NP_299049 2E-42
 CP52 45788 46150 → 120 58.13% Konserviertes hypothetisches Protein ORF C77 (P. aeruginosa ) AAN62171 9E-21
 CP53 46218 46472 → 84 61.18% Konserviertes hypothetisches Protein XAC2240 (Xanthomonas axonopodis  pv. citri ) NP_642557 2E-08
 CP54 46564 47169 → 201 64.03% Konserviertes hypothetisches Protein XAC2241 (X. axonopodis  pv. citri  str. 306) NP_642558 1E-50
 CP55 47199 48644 → 481 63.69% Konserviertes hypothetisches Protein Bcep3609 (B. fungorum ), ZP_00030785 1E-133
 CP56 48743 50998 → 751 63.25%
Putative Helicase Psyr4040 (P. syringae pv. 
syringae ), Protein aus Familie DEAD-artiger 
Helicasen mit entsprechenden N-und C-terminalen 
Domänen
ZP_00127717 0
 CP57 51579 52364 ← 261 55.47% Putative Polyketid-Synthase XF2135 (X. fastidiosa ), HCCA-Isomerase-Domäne NP_299414 8E-23
 CP58 52303 52644 ← 113 58.48%




















Tabelle 3.2 (Fortsetzung) 
links rechts
 CP59 52739 53299 ← 186 54.55% Putativer Transkriptionsregulator ORF43 (P. putida plasmid pWWO), TetR-Familie NP_542832 3E-17
 CP60 53362 54147 ← 261 58.78%
Putatives Reduktase-Pprotein ORF44 (P. putida 
plasmid pWWO), „short chain“-Dehydrogenase-
Domäne
NP_542833 3E-76
 CP61 54303 54716 ← 137 59.66% Putativer Transkriptionsregulator MA2493 (Methanosarcina acetivorans ); TetR -Familie NP_617399 0,12
 CP62a 54709 55560 ← 283 57.51%  Putative Phage-Integrase; ähnlich hypothetischem Protein Reut5633 (Ralstonia metallidurans ) ZP_00026607 1E-23
 CP62b 54904 55407 → 167 59,52% Hypothetisches Protein, „inner ORF ” der putativen Phage-Integrase CP62a – –
 CP63 56331 57023 → 230 63.78% Konserviertes hypothetisches Protein Psyr4041 (P. syringae  pv. syringae ) ZP_00127718 2E-26
 CP64 57034 57789 → 251 65.21% Konserviertes hypothetisches Protein Psyr4042 (P. syringae  pv. syringae ) ZP_00127719 5E-53
 CP65 57774 58355 → 193 65.64% Konserviertes hypothetisches Protein ORF SG70 (P. aeruginosa ) AAN62161 5E-35
 CP66 58352 58852 → 166 66.27% Konserviertes hypothetisches Protein ORF SG69 (P. aeruginosa ) AAN62291 7E-31
 CP67 59134 61365 → 743 65.10%
Putatives Konjugationsprotein TraG ; ähnlich zu 
hypothetischem Protein Psyr4044 (P. syringae  pv. 
syringae ); TraG/TraD - -Domäne
ZP_00127721 0
 CP68 61365 62111 → 248 61.18% Konserviertes hypothetisches Protein ORF SG67 (P. aeruginosa ) AAN62289 5E-52
 CP69 62122 63603 → 493 59.85%
Putative Helicase; ähnlich einem hypothetischen 
Protein Psyr4046 (P. syringae  pv. syringae ), UvrD -
Helicase-Domäne
ZP_00127723 0
 CP70 63735 64844 → 369 46.58%
Konserviertes hypothetisches Protein; ähnlich 
putativem RND Efflux-Transporter-Protein mll1426 (M. 
loti )
NP_103018 4,4
 CP71 64889 65200 ← 103 49.68% Konserviertes hypothetisches Protein PA0713 (P. aeruginosa ) NP_249404 5E-16
 CP72 65373 65672 → 99 57.00% Hypothetisches Protein – –
 CP73 65883 66104 → 73 67.57% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1322 (A. vinelandii ) ZP_00089650 3E-24
 CP74 66107 66340 → 77 64.53% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1321 (A. vinelandii ) ZP_00089649 2E-08
 CP75 66358 66714 → 118 57.98% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1320 (A. vinelandii ) ZP_00089648 3E-15
 CP76 66725 67111 → 128 66.93% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1319 (A. vinelandii ) ZP_00089647 1E-32
 CP77 67108 67767 → 219 61.06% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1318 (A. vinelandii ) ZP_00089646 4E-78
 CP78 67764 68648 → 294 66.33% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1317 (A. vinelandii ) ZP_00089645 5E-88
 CP79 68710 70137 → 475 64.15% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1316 (A. vinelandii ) ZP_00089644 1E-149
 CP80 70211 70558 → 115 64.94% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1315 (A. vinelandii ) ZP_00089643 1E-47
 CP81 70558 73500 → 980 63.00% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1314 (A. vinelandii ) ZP_00089642 0
 CP82 73497 73781 → 94 58.25% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1313 (A. vinelandii ) ZP_00089641 2E-19

















Tabelle 3.2 (Fortsetzung) 
 
links rechts
 CP84 75208 76395 → 395 62.88% Putative Flavoprotein-Reduktase; ähnlich hypothetischem Protein PA2566 (P. aeruginosa ) NP_251256 0
 CP85 76418 76840 → 140 66.43% Konserviertes hypothetisches Protein PA2565 (P. aeruginosa ) NP_251255 5E-25
 CP86 76830 77696 → 288 63.78% cheR CheR , trans-Aconitat 2-Methyltransferase PA2564 (P. aeruginosa ) NP_251254 1E-126
 CP87 77834 78265 → 143 61.81% Putatives Membranprotein Avin1308 (A. vinelandii ) ZP_00089637 6E-20
 CP88 78265 79203 → 312 64.86% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1307 (A. vinelandii ) ZP_00089636 1E-123
 CP89 79038 80603 → 521 64.56% Putatives Membranprotein C42 (P. aeruginosa ) AAN62272 1E-122
 CP90 80603 80950 → 115 62.64% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1305 (A. vinelandii ) ZP_00089634 0,001
 CP91 80947 82482 → 511 58.72% Konserviertes hypothetisches Protein Avin1304 (A. vinelandii ) ZP_00089633 0
 CP92 82924 83256 → 110 60.61% Konserviertes hypothetisches Protein (Pseudomonas fluorescens ), NikR -Transkriptionsregulator-Domäne ZP_00086716 8E-16
 CP93 83260 83610 → 116 62.68%
Konserviertes hypothetisches Protein AGR_C_2415 
(Agrobacterium tumefaciens  strain C58, Cereon); 
ParE-Domäne von Proteinen aus Plasmid-
Stabilisationssystemen
G97518 5E-15
 CP94 83988 92501 ← 2837 65.32% chvB Beta-(1→2)-Glucan-Biosynthese-Protein ChvB  (A. tumefaciens ) NP_533395 0
 CP95 93343 93567 → 74 61.33% Konserviertes hypothetisches Protein Pflu4565 (P. fluorescens ) ZP_00087289 0,13
 CP96 93782 94501 → 239 61.25%
Transkriptionsregulator-verwandtes Protein SO2551 
(Shewanella oneidensis ); helix- turn-helix - und cAMP- 
Regulatorprotein-Domänen
NP_718137 5E-78
 CP97 94572 94934 → 120 60.33% Hypothetisches Protein – –
 CP98 94852 95532 → 226 64.02% Konserviertes hypothetisches Protein XF0240 (X. fastidiosa ) NP_297533 7,1
 CP99 95641 97659 → 672 62.51%
Fusionsprotein, putative fatty acid-S ynthase ähnlich 
cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid -Synthase 
mll4091 (M. loti )
BAB50831 3E-67
 CP100 97815 99008 ← 397 61.81% Putative Fettsäure-Desaturase PA0286 (P. aeruginosa ) AAG03675 1E-124
 CP101 99396 99752 → 118 45.94% Konserviertes hypothetisches Protein Avin0596 (A. vinelandii ) ZP_00088936 3E-21
 CP102 99964 101883 → 639 58.70%
Konserviertes hypothetisches Protein; putative 
konjugative Relaxase TraI, ähnlich hypothetischem 
Protein Avin0927 (A. vinelandii )
ZP_00089260 0
CP103a 101880 103163 → 427 60.00% xerC Phagen-ähnliche Integrase Xer C (P. syringae ) AAM77365 1E-101





























Abbildung 3.5: Übersicht Annotation pKLC102 
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Abbildung 3.5 (vorige Seite): Übersichtskarte der annotierten ORFs in pKLC102. Als Startpunkt
der Sequenz wurde die attP gewählt  (durch Fähnchen markiert). Die 5’-3’-Richtung wurde in
Kolinearität mit der PAO1-Genomsequenz festgelegt. Annotierte ORFs sind durch Pfeile
dargestellt, deren Richtung die Transkriptionsrichtung angibt. Die ORFs sind, je nach zugeordneter
Funktion, farblich verschiedenen Kategorien zugewiesen (siehe Legende). Alle putativen Gene
sind entsprechend den Bezeichnungen in Tabelle 3.2 benannt. Durch Datenbankvergleiche
identifizierte Homologe in anderen Spezies sind unter den ORFs in gelben Kästen aufgelistet. Der
wahrscheinliche Replikationsurspung ist als oriV angegeben. Zwischen CP18 und CP19 ist eine
Region als möglicher ORF gekennzeichnet, der in pKLC102 als nicht kodierend definiert wurde.
Gebogene Pfeile markieren eine Gruppe von neun hypothetischen Proteinen, die in der gleiche
Folge in anderen Spezies hochkonserviert sind. 
 
Gene für Plasmid-Replikation und Rekombination: 
Von den 105 Genen wurden 60 als hypothetisch oder konserviert hypothetisch klassifiziert. 
Viele dieser konservierten hypothetischen Gene liegen neben ORFs, die vermutlich für DNA-
Replikations-, Modifikations- und Rekombinationsproteine kodieren (siehe Abbildung 3.5). 
Blöcke homologer ORFs in gleicher Abfolge wurden auch in anderen Spezies gefunden, z. B. 
in P. fluorescens, Burkholderia fungorum LB400 und Azotobacter vinelandii sowie in den 
P. aeruginosa Geninseln PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) (Larbig et al., 2002). Diese Gene 
könnten eine Rolle bei der Stabilisierung der Plasmid-DNA und beim horizontalen 
Gentransfer spielen. Mindestens 18 ORFs kodieren für Proteine, die in Konjugation, 
Rekombination und Transfer von DNA involviert sind, so z. B. für zwei Phagen-ähnliche 
Integrasen (CP62a, CP103a), ein Soj-Protein zur Chromosomenaufteilung (CP1), vier putative 
Helicasen (CP9, CP30, CP56, CP69), ein DNA-Einzelstrang-bindendes Protein Ssb (CP22) 
eine Topoisomerase TopA und zwei putative Konjugationsproteine (TraG, TraI, kodiert von 
CP67 bzw. CP102). Dabei scheint die Integrase XerC (CP103a) die chromosomale Integration 
von pKLC102 nach einem Phagen-artigen Mechanismus zu katalysieren (vgl. Kapitel 3.2). 
Dieselbe Funktion ist für die Phagen-artige Integrase im clc-Element von Pseudomonas sp. 
B13 beschrieben (Ravatn et al., 1998(B)). 
 
OriV-Region: 
Der Bereich zwischen den ORFs CP18 und CP19 wurde als möglicher Replikationsursprung 
oriV des Plasmides pKLC102 definiert (siehe Abbildung 3.5). Hierfür sprechen: Der rechte 
Teil des oriV besteht aus 16 hochkonservierten wiederholten Basenabfolgen (direct repeats) 
von 57 bp Länge. Alle direct repeats (bis auf den letzten) enden mit dem 19 bp Palindrom 
5’-GTGGTGCCACTGGCACCAC-3’ (die komplementären Basen sind unterstrichen).  
Eine ähnliche Struktur ist im Bereich des Replikationsursprungs des Plasmides pL6.5 aus 
P. fluorescens beschrieben worden („synchron zur Synchronisation von Plasmid und 
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Chromosom“) (P. Herbelin, dazu kein veröffentlichter Artikel; Sequenzen unter GenBank 
acc. no. AJ250853 abgelegt). 
Die hochkonservierten nicht-palindromischen Teile der direct repeats könnten 
Bindungsstellen für Replikationsproteine darstellen, ihre Sequenz weist aber keine 
Ähnlichkeit zu entsprechenden Iteron-Sequenzen in experimentell charakterisierten oriV-
Regionen anderer Plasmide auf (Del Solar et al., 1998). Im linken Teil wurden vier 
Palindrome (GAGTTCGGATGCCGAACTC) identifiziert, wobei die Sequenz des ersten 
spiegelverkehrt zu den anderen drei angeordnet ist. Auf diese vier Palindrome folgt ein AT-
reicher Abschnitt (oriV-Struktur siehe Abbildung 3.6). Eine ähnliche Gesamtstruktur weist 
auch die oriV-Region zwischen den Genen Psyr3998 und Psy3999 im Genom von P. syringae 
pv. syringae B728a auf, allerdings besteht der rechte Teil dort nur aus vier direct repeats. 
In pKLC102 sind in der Nähe der oriV-Region Gene lokalisiert, die typisch für die Umgebung 
von Replikationsursprüngen in Plasmiden sind. Identifiziert wurden dnaB (CP9), ssb (CP22), 
und topA (CP27).  
 
13768 13951 14493 15404
Abbildung 3.6: Struktur des Replikationsursprungs in pKLC102. Schwarz-weiße Kästen stellen
Palindrome dar, die Pfeile repräsentieren 16 direct repeats. Die AT-reiche Region ist durch einen
schwarzen Balken angezeigt. Die Positionen innerhalb der pKLC102-Sequenz sind angegeben. 
 
Für die Replikation von pKLC102 wurde ein strand displacement Mechanismus postuliert 
(Del Solar et al., 1998; Gophna et al., 2003). Anhand des GC-skews konnte für die pKLC102-
Sequenz kein Wechsel zwischen leading und lagging Strang lokalisiert werden, was einen 
Replikationsterminus anzeigen würde. Zudem wurden mit Programmen zur Analyse von 
DNA-Sekundärstrukturen für den oriV-Bereich Haarnadel-artige Strukturen vorhergesagt, die 
typisch für eine Replikation nach strand displacement Mechanismus sind (Berechnungen von 
GC-skew und DNA-Sekundärstrukturen, durchgeführt von Dr. O. Reva).  
Anhand von Genidentifikationsprogrammen wurde in der pKLC102-Sequenz nach CP18 
zunächst noch ein potentieller ORF angezeigt, der mit dem linken Teil der oriV-Region 
überlappte. Für diesen ORF wurden auch Homologe in anderen Spezies gefunden (siehe 
Abbildung 3.3). Aufgrund der vielen Hinweise, vor allem der repeat-Strukturen, wurde der 
Sequenzabschnitt zwischen CP18 und CP19 aber trotzdem als putativer oriV annotiert. In den 
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anderen Spezies wurden keine ori-artigen Strukturen identifiziert, so dass dort kodierende 
DNA lokalisiert sein kann. 
 
Phänotypische Hinweise: 
Als Plasmid-kodierte Gene, die zu auffälligen Phänotypen des Wirtsgenoms führen könnten, 
wurden ein Block von Pilin-Genen (pilL – pilM, CP33 – CP42) und ein chvB-Gen (CP94) von 
8514 bp identifiziert, das vermutlich ein cyclo-β-(1,2)-Glucan-Synthetase-Protein kodiert. 
Die höchste Homologie von CP94 besteht zum chvB-Gen von Agrobacterium tumefaciens. 
Cyclo-β-(1,2)-Glucan ist als Zelloberflächenmolekül für diese Spezies und für Sinorhizobium 
meliloti und Brucella abortus beschrieben. Wird das Synthetase-Gen ausgeschaltet, findet 
keine Nodulation von Sinorhizobia im Wirtsgewebe statt (Castro et al., 1996; Geremia et al., 
1987), wird in Pflanzenzellen die Tumorinduktion durch Agrobacterium gestoppt (Douglas et 
al., 1982) und die intrazelluläre Multiplikation von Brucella in Säugetiergeweben verhindert 
(Briones et al., 2001). Diese Glucan-Synthasen sind als essentiell für die Interaktion zwischen 
der bakteriellen Spezies und dem eukaryontischen Wirt charakterisiert (De Iannino et al., 
1998), daher wurde auch das chvB-Gen von pKLC102 als wichtige Komponente für die 
Besiedlung von Wirtsgeweben und/oder Virulenzfaktor charakterisiert. 
Die Sequenz, Größe und Gen-Abfolge des putativen Pilin-Gen-Operons (CP33 – CP42) ist in 
den Pil Operonen des E. coli IncI-Plasmides R64 (Yoshida et al., 1999) und einer der 
Pathogenitätsinseln von Salmonella enterica serovar Typhi (Zhang et al., 2000) konserviert. 
In beiden Fällen kodieren die pil-Gene „schlanke“ Typ IV Sex-Pili (Llosa et al., 2002). Ein 
weiteres Operon mit noch höherer Homologie zum pKLC102-Pil-Operon wurde im 
P. syringae pv. syringae B728 Genom detektiert, ist dort aber nicht funktionell charakterisiert. 
Sequenz und Genabfolge von CP33 – CP42 weisen keine Ähnlichkeit zum Operon im 
P. aeruginosa Genom auf, das für Pili für twitching motility und Typ II Sekretion kodiert 
(Mattick, 2002).  
Wie in enterobakteriellen Operons, die Pili zur Adhäsion an eukaryontische Zellen kodieren, 
gibt es in pKLC102 Gene für ein Präpilin PilS (CP39), ein PilU (CP40), das das PilS vor der 
Assemblierung durch Abspaltung eines Signalpeptides prozessiert, und für ein PilV (CP41), 
das das Adhesin an der Spitze des Pilus bildet. Das Pil-Operon in pKLC102 besitzt aber 
hinter dem PilV keine shufflon Sequenzen (Komano, 1999) und kein rci-Rekombinase-Gen, 
sondern endet (wie das Operon in P. syringae) mit einem PilM (CP42), Rekombinase-Gene 
folgen nicht. Somit fehlen die Komponenten, mit Hilfe derer Enterobakterien bei Pilin-
vermitteltem Angriff auf eukaryontische Zellen deren Immunabwehr ausweichen. 
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Die Komponenten für die Ausbildung von Sex-Pili zwischen Bakterienzellen sind aber 
vorhanden. Für den DNA-Transport durch solche Sex-Pili sind Pilot- (konjugative Relaxase) 
und FtsK-Proteine (coupling Proteine) erforderlich (Llosa et al., 2002). Als entsprechende 
Gene wurden auf pKLC102 CP102 (traI- Relaxase-Gen) und CP81 annotiert. CP81 ist zwar 
als konserviertes hypothetisches Protein klassifiziert, das Genprodukt weist aber (schwächere) 
Homologie zu einer konservierten FtsK-Domäne auf. FtsK-Proteine werden wiederum durch 
XerC-Integrasen gesteuert (Abremski u. Gottesman, 1981). Als XerC-Integrase wurde das 
Genprodukt von CP103a definiert (sieh oben), so dass auf pKLC102 scheinbar alle nötigen 
Komponenten für Plasmid-Konjugation kodiert sind. Dies spricht wiederum für die 
Klassifizierung der auf pKLC102 kodierten Pili als Sex-Pili. 
 
Außer für chvB und dem Pil-Operon konnten anhand der Annotation den pKLC102-
Genprodukten keine weiteren eindeutigen Funktionen zugewiesen werden, die zum Phänotyp 
des Wirtsstammes beitragen könnten. Identifiziert wurden noch zwei Gene, die Fettsäure-
Synthetasen kodieren (CP99 und CP100), ein Chemotaxis-Operon (CP84 – CP86) und ein 
Kälteschockprotein-Gen (CP28). Als potentielle Virulenz-assoziierte Gene kamen noch ein 
putatives Polyketid-Synthase-Gen (CP57) und CP26 in Frage, dessen Genprodukt eine VagC-
Domäne besitzt. Solche Domänen werden laut Datenbanken eben nicht weiter klassifizierten 
putativen Virulenz-assoziierten Proteinen zugeschrieben. Außerdem wurden vier putative 
Gene für Transkriptionsregulatoren (CP59, CP61, CP62, CP92) identifiziert. 
Nähere phänotypische Hinweise ließen sich daraus aber nicht ableiten. 
 
Inner ORFs in Integrase-Genen: 
ORF CP103a wurde als xerC-Integrase-Gen annotiert, das die Integration des Plasmides 
pKLC102 an der attB-Sequenz im tRNALys-Gen katalysiert. Da die Integration außer in 
Stamm C reversibel zu sein scheint (siehe Kapitel 3.2), müsste es auch ein Genprodukt geben, 
dass die Plasmid-DNA wieder aus dem Chromosom ausschneidet (Mobilisation). Eine solche 
Excisionase-Funktion ist z. B. dem Produkt des xis-Gen zugeschrieben worden, das bei 
Enterobakterien bzw. deren integrierten Phagen neben dem Phagen-int-Gen lokalisiert ist. Die 
Steuerung der DNA-Rekombination bei Integration und Mobilisation über diese beiden Gene 
ist für den E. coli Phagen λ charakterisiert (Better et al., 1982; Echols et al., 1983; Kim et al., 
1992; Sarkar et al., 2001). 
Im Phagen λ überlappen diese beiden Gene. Bei der Annotation des ORFs CP103a lieferten 
Genidentifikationsprogramme einen zweiten möglichen ORF für diesen Bereich mit fast 
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ebenso guten Kriterien für die Kodierung eines Proteins wie CP103a. Dieser ORF lag 
innerhalb der Sequenz von CP103a auf dem Gegenstrang, auf dem auch eine potentielle 
Ribosomenbindungsstelle (RBS) und eine Haarnadelstruktur zur Termination der 
Transkription identifiziert wurden. Diese Strukturen lagen ebenfalls in einem potentiellen 
inner ORF eines CP103a-homologen Gens von A. vinelandii vor. 
Da durch das Beispiel des Phagen λ immerhin schon eine teilweise Überlappung von int und 
xis gezeigt wurde, erfolgte die Annotation des inner ORFs als CP103b mit eventueller Xis-
Funktion für die Mobilisierung des Plasmides aus dem Chromosom. Dafür spricht, dass dem 
zum CP103b-Genprodukt schwach homologen Cox-Protein aus Phage P2 (Saha et al.,1982;  
Yu et al., 1993) eine Excisionase-Funktion und auch eine Rolle als Transkriptionsregulator 
für an der Phagenmobilisierung beteiligte Proteine zugeschrieben wird. 
Eine divergente Transkription von int und xis in einem Locus würde eine gezielte Steuerung 
von Integration und Mobilisation von entsprechenden Geninseln ermöglichen. Für das 
experimentell charakterisierte clc-Element aus Pseudomonas sp. B13 ist die Bedeutung einer 
Phagen-ähnlichen Integrase für Integration und Mobilisation nachgewiesen (Ravatn et 
al.,1998(B); Sentchilo et al., 2003(A) u. 2003(B)). Dabei wurde die Mobilisation des clc-
Elements unter definierten Stressbedingungen beobachtet, was eine so gezielte Steuerung des 
int-Gens vorausgesetzt, wie sie durch eine divergente Transkription von in einem Locus 
vereinten int- 
und xis-Genen möglich wäre. Trotzdem bleibt die Vorhersage eines in CP103a gelegenen 
inner-ORFs und vor allem dessen Xis-Funktionszuweisung spekulativ. Das gilt umso mehr für 
den anderen inner ORF CP62b. Der überlappende ORF CP62a ist als Phagen-ähnliche 
Integrase annotiert (siehe Tabelle 3.3), und auch hier bestand laut 
Genidentifikationsprogrammen die Möglichkeit eines überlappenden ORFs auf dem 
Gegenstrang. Die Annotation von CP62b als potentieller inner ORF erfolgte daher allein 
aufgrund der vergleichbaren DNA-Struktur von CP103a und CP103b.   
 
Zusammensetzung der Plasmid-DNA 
Wie an den in Tabelle 3.2 aufgeführten Homologen für die pKLC102-ORFs zu erkennen ist, 
setzt sich das Plasmid mosaikartig aus DNA-Abschnitten mit Ähnlichkeiten zu DNA aus 
verschiedenen Proteobakterien zusammen. Ähnlichkeiten zu P. aeruginosa PAO1 wies dabei 
nur das Operon CP84 – CP86 auf. Für oriV, den Pil-cluster und Konjugationsproteine ergaben 
sich Ähnlichkeiten mit Geninseln in P. syringae pv. syringae B728 und Genomen von 
Enterobakterien, was für alle Beispiele auf eine Herkunft dieser Gene von einem 
gemeinsamen Plasmid-Vorläufer hinweist. Viele andere DNA-Blöcke haben homologe 
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Gegenstücke in verschiedenen tRNA-assoziierten Geninseln. So sind 36 ORFs von pKLC102 
(lokalisiert in verschiedenen Bereichen) ähnlich zu potentiellen Genen in den Geninseln 
PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) im gleichen P. aeruginosa Stamm C bzw. einer klonalen 
Variante SG17M (Larbig et al., 2002). Die Reihenfolge der konservierten ORFs im Plasmid 
gegenüber der in den beiden Geninseln ist fast komplett identisch (siehe Tabelle 3.3, 
Abbildung 3.7). Nur der ORF CP46 erscheint gegenüber den Homologen in den anderen 
Inseln an veränderter Position. Somit könnte pKLC102 auch mit diesen Geninseln 
gemeinsame Vorfahren haben und in die gleiche „Familie“ partiell konservierter DNA-
Elemente gehören. Die Ähnlichkeit von PAGI-2(C) zu PAGI-3(SG) innerhalb dieser Familie 
ist aber größer als die zu pKLC102, das weniger konservierte ORFs, eine andere Integrase 
(XerC-Typ) und eine andere Integrationssequenz (tRNALys statt tRNAGly) aufweist. 
 
 A B C A B C A B C
C1 SG1 C53 SG63 CP75 C80 SG86
C4 SG105 C54 SG64 CP74 C81 SG87 CP46
C36 SG44 CP102 C55 SG65 CP73 C83 SG89
C39 SG47 C64 SG67 CP68 C89 SG90
C40 SG48 CP91 C65 SG68 CP67 C91 SG91 CP49
C41 SG49 C66 SG69 CP66 C93 SG92
C42 SG50 CP89 C67 SG70 CP65 C94 SG93 CP47
C43 SG51 CP88 C68 SG71 CP64 C101 SG96 CP27
C44 SG52 CP87 C69 SG72 C102 SG97 CP22
C45 SG53 C70 SG73 C103 SG98 CP20
C46 CP83 C71 SG81 CP56 C104 SG99 CP19
C47 SG57 CP81 C72 SG82 CP55 C105 SG100 oriV???
C48 SG58 CP80 C74 SG83 C106 SG101 CP18
C49 SG59 CP79 C75 SG84 CP54 C107 SG102 CP17
C50 SG60 CP78 C76 CP53 C108 SG103 CP1
C51 SG61 CP77 C77 CP52 C109 SG104












Tabelle 3.3: Homologe ORFs in PAGI-2(C) (jeweils Spalten A), PAGI-3(SG) (jeweils Spalten B) und in 
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Abbildung 3.7: Anordnung homologer ORFs in PAGI-3(SG), PAGI-2(C) und Plasmid pKLC102. Die 
wechselseitig homologen ORFs sind bei PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) durch blaue Flächen miteinander 
verbunden (47 ORFs), bei PAGI-2(C) und pKLC102 durch orange Flächen (36 ORFs). Für pKLC102 
wurde die Sequenz spiegelverkehrt dargestellt, um die im Vergleich zu PAGI-2(C) konservierte 
Abfolge der ORFs zu zeigen. 
 
3.4 Das Integron TNCP23 
In Stämmen, die zur Subgruppe C von P. aeruginosa Klon C Stämmen gehören, liegt 
innerhalb der chromosomal integrierten pKLC102 DNA noch ein zusätzliches DNA-Element 
mit einer Größe von 23 kb. Dieses Integron TNCP23 fehlt auf dem episomalen Plasmid 
pKLC102. (Römling et al., 1997, siehe auch Kapitel 3.1).  
Die Sequenz des Integrons war schon durch die Sequenzierung des Cosmides pKLC187 
bestimmt und bereits von Dr. K. D. Larbig analysiert worden (K. D. Larbig, Dissertation, 
2001). Diese erste Annotation wurde noch einmal überarbeitet (u. a. aktualisierte 
Datenbankvergleiche) und die Ergebnisse leicht modifiziert. Die Gesamtsequenz von 
TNCP23 ist in der Datenbank GenBank abgelegt (accession number AY257539) und im 
Anhang dargestellt. In diesem Kapitel sind die wichtigsten Charakteristika und die 
Besonderheiten des Integrons TNCP23 beschrieben. 
 
TNCP23 besteht aus 23061 bp und ist im Chromosom von P. aeruginosa C in die integrierte 
pKLC102-DNA an deren Position 28440 inseriert. TNCP23 beinhaltet an beiden Enden ein 
Insertionselement IS6100 (Smith u. Dyson, 1995). Durch den Insertionsmechanismus wurden 
die letzten 8 Nukleotide vor dem Insertionspunkt (pKLC102-Position 28433 – 28440) 
dupliziert, so dass 17 bp inverted repeats, die die Enden von  IS6100 bilden, außen von einem 
8 bp direct repeat flankiert werden. Um den Insertionspunkt auf pKLC102 herum konnten 
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keine typischen Rekombinationssignale wie beispielsweise weitere repeat Strukturen 
detektiert werden. Auffällig war nur, dass der den Insertionspunkt umgebenden DNA-
Abschnitt über ca. 2 kb einen auffallend niedrigen GC-Gehalt von 42 % aufweist (gegenüber 
durchschnittlich 60,9 % für das komplette Plasmid pKLC102). 
Die Annotationsergebnisse von 30 in TNCP23 lokalisierten ORFs sind in Tabelle 3.4 
zusammengefasst. Abbildung 3.8 zeigt die Anordnung der ORFs innerhalb der Sequenz und 




DNA-Replika tion, -Rekombination, -Modifikation
Antibiotika-Resistenz
Restriktionsenzyme
Abbildung 3.8: Übersichtskarte für das Integron TNCP23. Die Sequenzrichtung wurde an die 
umliegende pKLC102-DNA angepasst. Pfeile zeigen die potentiellen Gene und ihre 
Transkriptionsrichtung, die Farben geben die jeweils zugeordnete funktionelle Kategorie an (siehe 
Legende). Die Gene sind mit den in Tabelle 3.4 verwendeten Bezeichnungen versehen, aus 
Platzgründen wurde dabei allerdings „TNCP“ durch „TN“ ersetzt. Vergebene Gennamen sind unter 
den entsprechenden ORFs angeben. oriV bezeichnet den putativen Replikationsursprung. 
 
Die beiden identifizierten IS6100-Elemente haben eine Größe von jeweils 880 bp und 
kodieren jeweils eine Transposase Tnp. In der linken Kopie ist Tnp (CP1) 100 % identisch zur 
Transposase TnpA in Tn610 aus Mycobacterium fortutitum (Smith u. Dyson, 1995). Das Tnp-
Gen in der rechten IS6100-Kopie (CP28) weist eine Mutation gegenüber CP1 auf, die den 
Leserahmen verschiebt, was möglicherweise zu einem inaktiven Transposase-Protein führt. 
Die linke Kopie von IS6100 bildet mit den ORFs TNCP2 bis TNCP7 ein konserviertes In7 
Klasse 1 Integron (Fluit u. Schmitz, 1999; Nesvera et al., 1998) von 4871 bp. In diesem 
befindet sich ein Integrase-Gen int1 (TNCP7a) und daneben ein Integron-typisches 
Rekombinationssignal attI, in das weitere mobile Genkassetten inseriert und mit Hilfe von in 
int1 gelegenen Promotorsequenzen exprimiert werden können (Hansson et al., 1997). Dabei 
stellt TNCP7 eine am 5’-Ende um 203 bp trunkierte, vermutlich inaktive Version von int1 
dar. Weiterhin wurden mit den ORFs TNCP3 – TNCP5 drei weitere Gene detektiert, die 
typisch für Klasse 1 Integrons sind (qacEdelta, sulI und ein Homologes zu P. aeruginosa 







TNCP1 63 857 ← 264 61.01% tnp
Putative Transposase, ähnlich Transposase 
aus S. enterica  subsp. enterica  serovar 
typhimurium
AAG03007 E-112
TNCP2 1.023 1.310 ← 95 64.31% Konserviertes hypothetisches Protein; ähnlich ORF6 (P. aeruginosa ) AAK96399 8E-33
TNCP3 1.334 1.834 ← 166 66.27% Putaitve Acetyltransferase; ähnlich ORF5 (P. aeruginosa ) CAA11478 1E-90
TNCP4 1.962 2.801 ← 279 61.57% sulI Dihydropteroat-Synthase Sul1  (P. aeruginosa ), Sulfonamid-Resistenz-Protein AAA25859 E-143
TNCP5 2.795 3.142 ← 115 50.00% qacE delta
Ethidiumbromid-Resistenz-Protein 
QacEdelta1 (P. aeruginosa ) AAC44316 1E-42
TNCP6 3.299 4.048 ← 249 51.76% aadB
Aminoglycosid-Adenylyltransferase AadB 




TNCP7a 3.978 4.937 → 319 61.25% intI1 Phagen-Integrase Int  (P. aeruginosa ) AAA25857 E-154
TNCP7b 4.068 4.376 ← 102 62.35% Konserviertes hypothetisches Protein; ähnlich ORF2 (E. coli ) B26839 3E-47
TNCP8 5.054 5.596 ← 180 63.17% ISxac3-Transposase XACa0010 (X. axonopodis  pv. citri ) NP_644696 1E-18
TNCP9 5.602 5.997 ← 131 62.37% Konserviertes hypothetisches Protein XCC1632 (X. campestris  pv. campestris ) NP_637002 4E-40
TNCP10 5.994 6.245 ← 83 61.51% Konserviertes hypothetisches Protein XCC1631 (X. campestris  pv. campestris ) NP_637001 1E-35
TNCP11 6.310 6.993 → 227 64.77% Putative Invertase/Recombinase (X. axonopodis ) NP_644692 2E-75
TNCP12 7.113 7.964 → 283 69.25% Putative Resolvase; ähnlich pVS1-Resolvase AAD19676 2E-80
TNCP13 8.045 8.677 → 210 63.98% parA ParA -DNA-Aufteilungsprotein (Serratia marcescens ) BAB71950 9E-92
TNCP14 8.698 8.919 → 73 60.36% parB




TNCP15 8.972 9.985 → 337 63.91% repA RepA Replikationsprotein (X. axonopodis pv. citri ) NP_642756 1E-110
TNCP16 10.900 11.790 → 296 70.82% kfrA Kfr A-Protein (X. axonopodis  pv. citri ) NP_644728 2E-12
TNCP17 11.964 12.356 ← 130 69.47% Hypothetisches Protein – –
TNCP18 12.367 14.889 ← 840 25.68% traG Putativer Plasmid-Transferfaktor; ähnlich TraG  (M. loti ) BAB54919 8E-36
TNCP19 14.924 15.145 ← 73 59.46% traD Putatives Konjugationsprotein; ähnlich TraD (Rhizobium  sp.) NP_443830 0,22
TNCP20 15.168 15.425 ← 85 55.81% traC Putatives Konjugationsprotein; ähnlich TraC (Brucella suis 1330) AE014536 1E-12
TNCP21 15.442 18.963 → 1173 18.26% traA Putatives Konjugationsprotein; ähnlich TraA (M. loti ), MobA/MobL -Familien-Domäne BAB52121 1E-132
TNCP22a 19.145 19.717 ← 190 63.70% Hypothetisches Protein; ähnlich N-terminaler Domäne von Phagen-Integrasen – –
TNCP22b 19.511 19.729 → 72 63.01% Hypothetisches Protein, evtl. „inner ORF ”  von TNCP22a – –
TNCP23 19.716 20.651 → 311 68.27% Serin-Protease Ycg4E (Corynebacterium glutamicum ) AAG00285 4E-74
TNCP24 20.747 21.085 → 112 66.67%
Konserviertes hypothetisches Protein; 
ähnlich Coenzym F390-Synthetase XF1916 
(X. fastidiosa )
NP_299202 0,16
TNCP25 21.148 21.354 ← 68 66.18% Konserviertes hypothetisches Protein XfasO0625 (X. fastidiosa ) ZP_00040826 1E-06
TNCP26 21.351 21.524 ← 57 71.84% Hypothetisches Protein – –
TNCP27 21.521 22.357 ← 278 63.08% Putatives Typ II Restriktionsenzym; ähnlich XfasA1931 (X. fastidiosa  Dixon) ZP_00039987 1E-104
TNCP28 22.284 23.030 ← 248 60.78% tnp
Putative Transposase, ähnlich Transposase 







Tabelle 3.4: Annotationsergebnisse der ORFs in TNCP23
ORF Funktionsvorhersage bzw. ähnliches Genprodukt
Bestes BLAST-Ergebnis 

















































In die attI-Sequenz dieses Klasse 1 Integrons ist eine aadB-Genkassette integriert. Das aadB-
Gen (TNCP6) kodiert eine Aminoglycosid-Adenyltransferase, die Gentamicin- und 
Tobramicin-Resistenz vermittelt. Eine solche inserierte Genkassette und ein trunkiertes int1 
sind bisher für ähnliche Integrons nicht beschrieben (vgl. Integron in P. aeruginosa Plasmid 
R1033 (GenBank acc. no. U12338) und in Corynebacterium glutamicum Plasmid pG4 
(Nesvera et al, 1998). 
Ungefähr die Hälfte der TNCP23-Gene außerhalb des Klasse 1 Integrons sind Homologe von 
typischen Plasmidgenen wie traACDG für Konjugation (TNCP18 – TNCP21), repA und kfrA 
(TNCP15 u. TNCP16), sowie eine oriV-Region für Replikation und parA, parB, resA sowie 
ein putatives Rekombinase-Gen (TNCP11 – TNCP14) für die Verteilung von Plasmid-DNA 
während der Zellteilung. Für die übrigen Gene lieferte die Annotation nur allgemeine 
funktionelle Hinweise, oder die Genprodukte wurden als (konservierte) hypothetische 
Proteine klassifiziert. 
Parallel zu zwei annotierten Integrasen (TNCP7a aus dem Klasse 1 Integron und TNCP22a) 
wurden auf deren Gegenstrang wieder potentielle divergent transkribierte inner ORFs 
identifiziert, die für Xis-Genprodukte kodieren könnten (vgl. Kapitel 3.3.2). 
 
Insgesamt stellt TNCP23 ein Mosaik aus einem Klasse 1 Integron, IS-Elementen und 
Plasmid-artiger DNA dar. Die durch AadB vermittelte Aminoglycosid-Resistenz könnte als 
Triebkraft für die Inkorporation von TNCP23 in die pKLC102-DNA von P. aeruginosa C 
gewirkt haben, da dieser Stamm aus der Lunge eines CF-Patienten isoliert worden war, der 
kontinuierlich mit Tobramicin behandelt wurde. Alle zur Subgruppe C gehörenden Klon C 
Stämme tragen das Integron innerhalb der chromosomal integrierten pKLC102-DNA. Damit 
scheint eine irreversible Fixierung der Plasmid-DNA im Genom einherzugehen, da in diesen 
Stämmen pKLC102 nicht mehr episomal detektiert werden konnte.  
In einigen Stämmen der Subgruppe C  kommt dem Integron TNCP23 noch eine zusätzliche 
Bedeutung zu: In diesen Stämmen erfolgte eine intrachromosomale Duplikation des linken 
IS6100-Elements und eine Inversion der gesamten chromosomalen DNA zwischen dieser 
neuen Kopie von IS6100 und der linken Kopie in TNCP23.  
Solche Inversionen wurden in sequentiellen Klon C Isolaten aus den Lungen von CF-
Patienten detektiert (Römling et al., 1997). Als zweite Bruchpunkte bei solchen Inversionen 
wurden für drei Stämme jeweils Gene identifiziert, deren Ausschalten P. aeruginosa eine 
bessere Adaptation an die Umgebung in einer CF-Patienten-Lunge bzw. ein Ausweichen der 
Immunabwehr ermöglicht (Kresse et al., 2003; siehe auch Kapitel 3.7). 
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3.5 Sequenzierung und Analyse der Geninsel PAGI-4(C) 
3.5.1 Hintergrund 
Das Plasmid pKLK106 kann in P. aeruginosa Klon K Stämmen in zwei chromosomale 
Kopien eines tRNALys-Gens reversibel integrieren (bzw. in die attB-Sequenzen innerhalb der 
tRNALys). Die chromosomale Integration des verwandten Plasmid pKLC102 in Klon C 
Stämmen tritt dagegen nur in dem tRNALys-Gen in der hemA-pilA-Region auf („tRNALys-2“).  
Die Kopie in der oprL-phnA-Region („tRNALys-1“) wird nicht genutzt.  
Bekannt war aus den Analysen der Integrationspunkte (siehe Kapitel 3.2), dass in Klon K-
Stämmen die tRNALys-2 zwischen den konservierten ORFs PA0976 und PA0988 liegt 
(Stämme K1, K2), wenn dort nicht reversibel das Plasmid pKLK106 integriert ist. In PAO1 
liegt die tRNALys-2 zwischen den ORFs PA0976 und PA0977 (Stover et al., 2000). Der in 
Klon K-Stämmen fehlende Bereich mit PA0977– PA0987 war als 8,9 kb große, PAO1-
spezifische Insertion definiert worden. Diese ist einerseits von der tRNALys-1 und andererseits 
von 22 duplizierten Basen der tRNALys begrenzt, die die ehemalige attP-Sequenz des 
inserierten DNA-Elements darstellen könnten.  
Bei Klon C Stämmen sprachen die Erkenntnisse früherer Arbeiten ebenfalls für ein in dieser 
Region integriertes Element: Die Cosmidbibliothek von Stamm C war mit dem 
Restriktionsfragment BmQ des Plasmides pKLC102 hybridisiert worden, das dessen 
Rekombinationspunkt für chromosomale Integration überspannt (Römling et al., 1997; K. D. 
Larbig, Dissertation, 2001). Dabei waren einige Cosmide detektiert worden, deren Inserts 
nicht in der Region des inserierten Plasmides, der hemA-pilA-Region, lagen sondern auf dem 
genomischen Restriktionsfragment SpB (Schmidt et al., 1996), auf dem auch ein großer Teil 
der oprL-phnA-Region mit der tRNALys-1 liegt. 
Für eines der Cosmide, pKSCC673, war im Rahmen der Dissertation von K. D. Larbig als 
kreuzhybridisierende DNA ein 5,4 kb großes EcoRI-HindIII-Restriktionsfragment 
identifiziert worden. Laut Sequenzierung setzte dieses Fragment sich aus einem Plasmid- 
BmQ-ähnlichen und einem PAO1-ähnlichen Abschnitt zusammen, die durch ein tRNALys-
Gen getrennt waren. 
Somit war anzunehmen, dass in Stamm C an der tRNALys-1 ein DNA-Element ins 
Chromosom inseriert ist. Dieses Element schien die attB-Sequenz für eine pKLC102-
Integration zu blockieren, andererseits aber Ähnlichkeiten zu diesem Plasmid aufzuweisen. 
Der entsprechende DNA-Abschnitt sollte sequenziert und analysiert werden. 
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3.5.2 Cosmidauswahl und Sequenzierung 
Folgende 7 auf SpB lokalisierte Cosmide waren durch Kreuzhybridisierung mit pKLC102-
BmQ aufgefallen (s. o.): pKSCC260, pKSCC423, pKSCC478, pKSCC622, pKSCC638, 
pKSCC673 und pKSCC867. Diese Cosmide wurden nun mit EcoRI und HindIII 
doppelverdaut, um ihre Restriktionsmuster zu vergleichen. Das 5,4 kb Fragment aus 
pKSCC673 konnte außer in diesem Cosmid nur in vier weiteren detektiert werden, es fehlte in 
pKSCC260 und pKSCC867 (siehe Abbildung 3.9). Die Muster dieser beiden Cosmide 
unterschieden sich am meisten voneinander und wiesen auch weniger Übereinstimmungen zu 
den übrigen 5 Cosmiden auf, deren Muster einander ähnelten. Deren Inserts schienen somit 
weitgehend zu überlappen, während pKSCC260 und pKSCC883 den größtmöglichen 
Sequenzbereich um die tRNALys-1 herum abdecken sollten. Deren Insertenden wurden mit 
Hilfe der T3- und T7-Promotorprimer sequenziert. 
 A B C D E F G
Abbildung 3.9: EcoRI-/HindIII-Verdau der 7 mit BmQ
kreuzhybridisierenden SpB-Cosmide. Dargestellt ist ein
Ausschnitt (Gelphoto invertiert) aus einem Gel, auf dem
zeitgleich auch andere geschnittene Cosmide
aufgetrennt wurden. Die Buchstaben bezeichnen die 7
analysierten pKSCC-Cosmide. Das 5,4 kb große











Die Sequenzen der Insertenden wurden mit der PAO1-Genomsequenz verglichen.  
 pKSCC260-T3-Ende homolog zu  PA1003 
 pKSCC260-T7-Ende homolog zu PA0976 
 pKSCC883-T3-Ende homolog zu PA0939 
 pKSCC883-T7-Ende keine Homologie zu PAO1 
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Daraus folgte, dass das Insert von pKSCC883 zwar in die vermutete Insertion an der        
tRNALys-1hineinragt, zum größten Teil aber aus PAO1-konservierter DNA aus dem Bereich 
vor der tRNA besteht (vermutlich homolog zum Abschnitt PA0939 bis PA0976). Die Enden 
von pKSCC260 waren homolog zu PAO1-ähnlichen Bereichen unmittelbar vor der tRNALys-1 
(PA0976) bzw. zu Bereichen dahinter (PA1003). Eine an der tRNALys-1 inserierte Geninsel 
wurde demnach vom pKSCC260-Insert komplett abgedeckt. Das Cosmid pKSCC260 wurde 
daraufhin vollständig sequenziert. 
 
Das Insert dieses Cosmides bestand aus insgesamt 34398 bp. Davon waren auf der einen Seite 
298 bp bis einschließlich der tRNALys-1 zu 99,3 % identisch zu PAO1, auf der anderen Seite 
10705 bp zu 99,8 %. Die dazwischen liegenden 23395 bp wurden als Geninsel PAGI-4(C) 
definiert und annotiert. Die Sequenz dieser Region ist unter der accession number AY258138 
in der Datenbank GenBank abgelegt und auch im Anhang aufgeführt (Kapitel 12.3).  
3.5.3 Sequenzanalyse von PAGI-4(C) 
Die allgemeinen Charakteristika der Geninsel PAGI-4(C) sind in der Tabelle 3.5 aufgeführt 
und mit dem Plasmid pKLC102 (siehe Kapitel 3.3.2), der P. aeruginosa C Geninsel PAGI-











Anzahl der ORFs 
pro 10 kb 
PAGI-4(C) 23395 56,0 % 86.6 % 24 10,3 
pKLC102 103532 60,9 % 86,3 % 105 10,1 
PAGI-2(C) 104955 64,7 % 90,4 % 112 10,7 
PAO1-Genom 6624403 66,6 % 89,4 % 5570 8,9 
 




In PAGI-4(C) wurden 24 potentielle ORFs identifiziert. Die Annotationsergebnisse für diese 
ORFs sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst. Die ORFs wurden mit CL1, CL2 usw. 







CL1 125 253 ← 42 54,26 Hypothetisches Protein protein; ähnlich einem Teil von PA0977, wahrscheinlich trunkierter ORF AAG04366 1E-12
CL2 371 1651 ← 426 60,34 xerC Putative Phagen-artige Integrase XerC  aus Plasmid pKLC102 (P. aeruginosa ) AY257538 0
CL2b 1055 1744 → 229 60 Putativer "excision regulator" CP103b aus Plasmid pKLC102 (P. aeruginosa ), "inner ORF"  von CL2a AY257538 0
CL3 1648 3474 ← 608 58,95 Konserviertes hypothetisches Protein CP102 aus Plasmid pKLC102 (P. aeruginosa ) AY257538 0
CL4 3898 4248 ← 116 60,97 Konserviertes hypothetisches Protein CP93 aus Plasmid pKLC102 (P. aeruginosa ); ParE -Domäne AY257538 1E-51
CL5 4252 4491 ← 79 62,5
Konserviertes hypothetisches Protein CP92 aus 
Plasmid pKLC102 (P. aeruginosa ); DNA-bindende 
Dömäne wie in Transkriptionsregulatoren
AY257538 3E-52
CL6 5013 6524 ← 503 58,93 Konserviertes hypothetisches Protein CP91 aus Plasmid pKLC102 (P. aeruginosa ) AY257538 0
CL7 6521 6868 ← 115 62,93 Konserviertes hypothetisches Protein CP90 aus Plasmid pKLC102 (P. aeruginosa ) AY257538 2E-57
CL8 6868 8250 ← 460 64,64 Konserviertes hypothetisches Protein CP89 aus Plasmid pKLC102 (P. aeruginosa ) AY257538 0E+00
CL9 8274 9212 ← 312 65,81 Konserviertes hypothetisches Protein CP88 aus Plasmid pKLC102 (P. aeruginosa ) AY257538 0E+00
CL10 9212 9643 ← 143 62,5 Konserviertes hypothetisches Protein CP87 aus Plasmid pKLC102 (P. aeruginosa ) AY257538 2E-69
CL11 10022 10306 → 94 47,37 Konserviertes Hypothetisches Protein PA0980 (P. aeruginosa ) AAG04369 4E-43
CL12 10830 13844 → 1004 55,85 tnpA Putative Transposase TnpA  aus Tn4652 (P. putida ) NP_758719 0
CL13 13841 14203 → 120 56,75 tnpC Putativer Transposase-Regulator/Repressor TnpC , TnpC  neben TnpA  wie in Tn4652 (P. putida ) NP_542894 1E-39
CL14 14373 14837 ← 154 41,29 Putative Acetyltransferase; homologes Plasmid-kodiertes Protein in Nostoc sp. NP_490276 2E-18
CL15 14845 15750 ← 301 48,45 Putatives Transmembranprotein; bis zu 10 TM-Domänen vorhergesagt TP_00083447 1E-02
CL16 15747 16475 ← 242 42,25 Hypothetisches Protein NP_442107 2E-16
CL17 16491 17900 ← 469 45,39 Putative Homospermidin-Synthase ZP_00003187 1E-121
CL18 18312 19628 ← 438 56,26 Konserviertes hypothetisches Protein NP_758589 0
CL19 19650 20393 ← 247 60,62
Putative ABC-Transporter-Untereinheit; Domänen wie 
in Bakteriophagen-Protein gp37 und in DNA-
Reparatur-Photolyase SplB
NP_758590 1E-128
CL20 20423 21394 ← 323 59,88 tnpS cointegrate resolution protein S ; (TnpS ) aus Tn4652 (P. putida ) NP_758591 1E-153
CL21 21575 22576 → 333 62,97 tnpT cointegrate resolution protein T (tnpT)  ausTn4652 (P. putida ) NP_758592 2E-66
CL22 22615 22836 → 73 60,36 Hypothetisches Protein  -  -





Tabelle 3.6: Annotationsergebnisse der ORFs in der Geninsel PAGI-4(C) 








Der Vergleich der pKSCC260-Sequenz mit der PAO1-Genomsequenz bestätigte, dass in 
Stamm C ebenso wie in Stamm PAO1 ein genetisches Element an der tRNA -1 inseriert ist. 
PAGI-4(C) „ersetzt“ in C aber nicht nur die PAO1-Insertion von PA0977-0987 (s. o.). In 
Lys
Stamm C fehlen darüber hinaus auch die ORFs PA0988 – PA0994 einschließlich des 
 89
Chaperon-usher cupC-Clusters (ORFs PA0992 – PA0994 (Vallet et al., 2001)), die in den 
Klon K-Stämmen konserviert sind. Nach der Geninsel PAGI-4(C) folgen noch die C-
terminalen 293 bp des cupC3-Gens (PA0994), der erste wieder vollständig konservierte PAO-
ORF ist PA0995. Ein 3’-Ende des tRNALys-Gens konnte im Bereich des Übergangs nicht 
identifiziert werden. 
PAGI-4(C) lässt sich in vier Bereiche unterteilen, zwei große Blöcke ohne Ähnlichkeit zu 
PAO1 und zwei kürzere Abschnitte mit gewisser Homologie zu PAO1 (siehe Abbildung 
3.10). Nach der tRNALys-1 folgen zunächst 370 bp mit 92 % Sequenzidentität mit PAO1. Der 
darin lokalisierte ORF CL1 erscheint als trunkiertes Homologes von PA0977. CL1 ist dabei 
durch eine den Leserahmen verschiebende Mutation um 48 bp kürzer als PA0977. Der 
weitere PAO1-ähnliche Abschnitt umfasst 832 bp und liegt ungefähr in der Mitte von PAGI-
4(C). Diese 832 bp weisen 95 % Identität mit der PAO1-Sequenz auf, darin liegt ein PA0980-
homolges Gen und die ersten 57 % der Sequenz von PA0981, bevor die Ähnlichkeit zu PAO1 
abrupt abbricht.  
Es folgen 12,7 kb DNA , die somit von zwei trunkierten PAO1-ORFs (PA0981 und PA0984) 
flankiert werden. In diesen 12,7 kb mit den ORFs CL12 – CL23 sind typische Transposon-
Proteine kodiert, deren Struktur in Tn4652 von P. putida konserviert ist (Horak u. Kivisaar, 
1998). Aufgrund dessen wurde dieser Abschnitt von 12,7 kb als separates Transposon 
angesehen. CL12 kodiert eine Transposase TnpA, CL13 einen Transposase-Regulator TnpC 
und CL20 und CL21 sogenannte cointegrate resolution Proteine TnpS und TnpT.  
Den übrigen 8 ORFs in diesem Abschnitt konnten nur vereinzelt putative metabolische 
Funktionen zugeschrieben werden (siehe Tabelle 3.6). Unter den möglichen Genprodukten 
finden sich ein Transmembran-Protein mit bis zu zehn Transmembrandomänen (CL15) und 
eine putative Homospermidin-Synthase (CL17). 
Der vordere spezifische, 9,5 kb große DNA-Block umfasst die ORFs CL2a – CL10. CL2a ist 
als XerC-Integrase-Gen annotiert, zu der, wie schon für andere Integrasen beschrieben (vgl. 
Kapitel 3.3.2), ein inner ORF (CL2b) auf dem Gegenstrang als potentielles Xis-Excisionase-
Gen existiert. Die ORFs CL3 – CL10 sind als konservierte hypothetische Proteine 
klassifiziert. Alle ORFs von CL2a – CL10 sind hochkonserviert in Plasmid pKLC102. Die 
dazugehörigen Aminosäuresequenzen sind 87 % - 99 % identisch zu denen der pKLC102-












































Abbildung 3.10: Karte der tRNALys-phnA-Region in den Chromosomen der Stämme K, PAO1 und C. 
Die tRNALys-Gene sind durch schwarze Balken dargestellt. In Stamm K integriert hier reversibel das 
Plasmid pKLK106 (grünes Dreieck), Stamm PAO1 trägt eine spezifische Insertion (graues Dreieck) mit 
den ORFs PA0977 – PA0987. In Stamm C ist an dieser Stelle die Geninsel PAGI-4(C) inseriert. Die 
Zählung der Basenpaare beginnt nach dem tRNALys-Gen. Die zwei dunkelgrau markierten Abschnitte 
von PAGI-4(C) sind PAO1-homolog (mit den ORFs PA0977 bzw. PA0980). Die größeren Abschnitte, 
dargestellt in Gelb bzw. Orange sind C-spezifisch. Blaue Pfeile symbolisieren PAO1 Gene und ihre 
homologen Gegenstücke in K und C, gelbe Pfeile spezifische ORFs innerhalb von PAGI-4(C). Blaue 
Kästchen stehen für trunkierte PAO1-Homologe in Stamm C. 
 
 
Im Plasmid folgt zwischen CP87 und CP86 eine 239 bp Sequenz, die sich zwischen CP84 und 
CP83 wiederholt und somit als direct repeat die Genkassette CP84-CP86 flankiert (siehe 
Kapitel 3.3.2). Eine entsprechende Sequenz (216 von 239 bp (90 %) identisch) wurde in 
PAGI-4(C) nach dem CP87-Homologen CL10 identifiziert. Die ersten 68 bp dieser Sequenz 
(mit 88 % Identität) wurden auch im PAO1-Genom gefunden. Dort sind diese im 
intergenischen Bereich zwischen PA0981 und PA0982 lokalisiert, also in der Nähe des 
Abschnittes um PA0980, der noch zu 95 % in PAGI-4(C) konserviert ist (siehe Abbildung 
3.10) 
Konservierte kurze Abschnitte Donor- und Empfänger-DNA können an DNA-Integrations- 
und Rekombinationsvorgängen beteiligt sein (Dubnau, 1999). Dies impliziert eine 
Beteiligung  dieses 239 bp Sequenzabschnittes an einem Entwicklungsprozess, durch den eine 
Mosaik-Struktur wie in PAGI-4(C) entstehen kann. 
Hypothetisch könnte PAGI-4(C) so durch eine Folge verschiedener Rekombinationsereignisse 
in der Umgebung der tRNALys-1 entstanden sein:  
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In das Chromosom eines Vorläufers von Stamm C wurde, vergleichbar zu Klon K Stämmen, 
das Plasmid pKLC102 in die tRNALys-2 inseriert. In das Plasmid wurde dann die 
beschriebene 239 bp Sequenz aufgenommen. Diese war teilweise identisch mit einem 
Sequenzbereich ähnlich dem zwischen PA0981 und PA0982 und bildete so einen 
konservierten repeat. Die konservierte Sequenz war in diesem Szenario ähnlich wie in PAO1 
in der näheren Umgebung der att-Sequenz am Übergang von Plasmid-DNA zu 
chromosomaler DNA lokalisiert. Die durch diese konservierten Sequenzen „markierten“ 
DNA-Abschnitte sind dann prädisponiert für mögliche Rekombinationen. Im Stamm C 
Vorläufer wären dann durch solche sekundären Ereignisse große Teile des Plasmid-DNA und 
der Übergang mit der att-Sequenz und eventuell angrenzender chromosomaler DNA 
ausgeschnitten worden, und nur jenseits der 239 bp Sequenz gelegene Abschnitte der 
pKLC102-DNA (oder von deren Vorläufer) sind im Genom verblieben (CL2a – CL10).  
Für so induzierte Rekombinationen spricht, dass im Klon K Genom, in dem die Plasmid-
Integration reversibel in beiden möglichen Loci verläuft, kein repeat der 239 bp Sequenz 
vorkommt. Der Abschnitt PA0977 – PA0987 und damit der intergenische Bereich zwischen 
PA0981 und PA0982 fehlt in Klon K Stämmen. 
Das putative Transposon (CL12 – CL23) scheint nach diesen Rekombinationen in die Region 
inseriert zu sein und hat deren Struktur weiter verändert. 
Datenbankvergleiche der 239 bp repeat Sequenz ergaben keine weiteren Homologen in 
anderen Spezies, lediglich ein kurzer 20 bp Abschnitt (Position 158 – 177) tritt in den Klon C 
Geninseln PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) auf. In diesen tRNAGly-assoziierten Geninseln 
(Larbig et al., 2002) ist der konservierte 20 bp Abschnitt dabei auch am Ende der Geninseln, 
in der Nähe der att-Sequenzen lokalisiert. 
3.6 Nachweis der Konservierung von pKLC102-DNA in pKLK106 
Wie in Kapitel 3.2 beschrieben, besitzen die beiden Plasmide pKLC102 und pKLK106 eine 
identische attP-Sequenz, ein xerC-Integrase-Gen und integrieren nach dem gleichen phagen-
artigen Mechanismus an tRNALys-Genen in das P. aeruginosa Genom. Außerdem weisen sie 
ein fast identisches Restriktionsmuster aus (Kiewitz  et al., 2000), das sich nur in drei 
Bereichen der physikalischen Karte von pKLC102 unterscheidet, und zwar im Bereich der 
Fragmente BmA, BmD-BmAI-BmAG und BmZ-BmAH von pKLC102 (vgl. Abbildung 3.2). 
Die beiden Plasmide wurden daher als sehr ähnlich angesehen. Aber schon allein aufgrund 
ihres leichten Größenunterschiedes (auf ca. 4 – 5 kb geschätzt) müssten zumindest in einem 
der beiden Plasmide spezifische DNA-Blöcke vorhanden sein, die dem anderen fehlen. 
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Nach Abschluss der Sequenzierung von pKLC102 sollte durch ein 
Hybridisierungsexperiment nachgewiesen werden, welche DNA-Abschnitte von pKLC102 in 
pKLK106 konserviert sind. 
Dazu wurde die pKLC102-DNA auf einem Agarosegel aufgetrennt, auf Hybond N+-Membran 
transferiert und mit DIG-markierter pKLK106 DNA (isoliert aus dem Stamm K1) 
hybridisiert. 
Als pKLC102-DNA wurden die pKSCC-Cosmide aus der Stamm C Genombibliothek t, auf 
denen auch die Sequenzierung durchgeführt wurde, und das gap-PCR-Produkt verwendet 
(siehe Kapitel 3.3.1). Die Cosmide wurden vor der Auftrennung mit drei verschiedenen 
Restriktionsenzymen gespalten (EcoRI, Hind III, PvuII, jeweils Einzelverdaue), so dass jede 
Region von pKLC102 mindestens einmal in diagnostischen Fragmenten vertreten sein sollte. 
Das 2,6 kb gap-PCR-Produkt wurde unverdaut aufgetragen. 
Anhand der bekannten Sequenz konnten die zu erwartenden Restriktionsfragmente errechnet 
werden. Dabei war zusätzlich zu den Inserts der SuperCos 1-Rahmen der Cosmide mit zu 
berücksichtigen, der nach Verlust von 1082 bp bei der Verpackung (siehe Material und 
Methoden, Kapitel 2.1.6), noch eine Größe von 6857 bp hat. Bei EcoRI wird der Vektor 
beidseitig knapp neben der BamHI-Klonierungssequenz geschnitten. So entsteht ein Fragment 
aus reinem Vektor mit 6792 bp, an den äußeren Insertfragmenten hängen noch 33 bp bzw. 32 
bp vom SuperCos 1-Rahmen. HindIII schneidet einmal im Vektor, aber nicht in der Nähe der 
Klonierungssequenz. So entstehen neben reinen Insertfragmenten immer 2 Mischfragmente 
aus den jeweiligen Randfragmenten des Inserts und 4596 bp bzw. 2261 bp Vektorsequenz. 
PvuII schneidet die Vektorsequenz dreimal. So entstehen zwei reine Vektorfragmente (762 
bp, 360 bp) und zwei Mischfragmente, bei denen zu den Randfragmentgrößen der Insert noch 
3212 bp bzw. 2423 bp vom SuperCos 1 kommen. 
Beim Restriktionsverdau der Cosmide pKSCC785, 187, 050 und 867 entstanden Fragmente 
mit den in der Tabelle 3.6 angegeben Größen: Reine SuperCos 1-Fragmente sind durch ein V 
gekennzeichnet, Mischfragmente aus Insert und Vektor durch ein M. Bei EcoRI-
Mischfragmenten ist der Vektoranteil nur äußerst gering (33 bzw. 32 bp). 
Die Verdaue wurden dann per Gelelektrophorese aufgetrennt und die DNA-Fragmente auf 
eine Hybond-N+-Membran geblottet. Der Blot wurde mit DIG-markierter pKLK106-Plasmid-
DNA inkubiert. Gel und Hybridisierungsergebnis sind in Abbildung 3.12 dargestellt. Die 
Auswertung der Hybridisierung erfolgte dahingehend, dass festgestellt wurde, welche 
Restriktionsfragmente aus dem Gel (Abbildung 3.12 A) keine Hybridisierungssignale zeigten 
(Abbildung 3.12 B) oder schwächere Signale aufwiesen, als anhand der Intensität der Bande 
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im Agarosegel zu erwarten gewesen wäre. Den identifizierten Fragmenten wurden dann der 
jeweilige Bereich in den Cosmiden und wenn möglich in der Gesamtsequenz von pKLC102 
zugewiesen.  
 
pKSCC785 pKSCC187 pKCCC050 pKSCC867 
HindIII EcoRI PvuII HindIII EcoRI PvuII HindIII EcoRI PvuII HindIII EcoRI PvuII 














































































































Tabelle 3.6: Erwartete Fragmentgrößen bei Verdauen von pKSCC785, 187, 050 und 867. Reine 
SuperCos 1-Fragmente sind durch ein V gekennzeichnet, Mischfragmente aus Insert und Vektor 
durch ein M. Bei EcoRI-Mischfragmenten ist der Vektoranteil nur äußerst gering (33 bzw. 32 bp). 
 
Identifiziert wurden so eine Reihe von Fragmenten, die ganz oder teilweise aus SuperCos 1-
DNA bestanden, die aus dem Integron TNCP23 stammten (in pKSCC187) und die pKLC102 
flankierende PAO1-DNA enthielten (in pKSCC785 und 867). 
In den HindIII- und PvuII-Verdauen von pKSCC050 und 867 konnten eindeutig Banden 
identifiziert werden, die ausschließlich pKLC102-DNA enthalten, aber nicht mit pKLK106 
hybridisieren (siehe Markierungen in Abbildung 3.12 A). 
 
 pKSCC050 -  HindIII: → 1365 bp – Fragment  
 pKSCC867 - HindIII: → 1365 bp – Fragment  
 pKSCC050 - PvuII → 2212 bp – Fragment  











































[bp]1 2 3 4 1 2 13 4 2 3 4λ λPC
R
HindIII EcoRI EcoRI PvuII
1 2 3 4 1 2 13 4 2 3 4λ λPC
R
HindIII EcoRI EcoRI PvuII
Abbildung 3.11: Vergleichende Restriktionsanalyse. A) Restriktionsverdaue mit HindIII, EcoRI und
PvuII von pKSCC785 (jeweils Spur 1), pKSCC187 (jeweils Spur 2), pKSCC050 (jeweils Spur 3) und
pKSCC867 (jeweils Spur 4). Mit aufgetragen ist das unverdaute gap-PCR-Produkt (Spur PCR). Als
Größenstandard wurde λ-BstEII-Verdau mit aufgetragen (Spuren λ). B) Southern Blot von Gel A,
hybridisiert mit Plasmid pKLK106. Die Buchstaben im Gel A markieren die Restriktionsfragmente, die
mit der pKLK106-Sonde kein oder nur ein verhältnismäßig schwaches Signal ergaben und daher
folgende DNA enthalten, die nicht in pKLK106 vorkommt. T: Integron TNCP23 (nur in pKSCC187);
P: PAO1-konservierte DNA im Insert von pKSCC785 und 867; V: Vektor-DNA (SuperCos 1);



















Den Fragmenten wurden die theoretisch ermittelten Größen zugewiesen, wie sie in Tabelle 
3.6 aufgeführt sind. Diese DNA aus den PvuII- und HindIII-Fragmenten sollte also in 
pKLK106 nicht konserviert sein.  
Das identifiziere PvuII-Fragment PvP entspricht in der pKLC102-Sequenz ungefähr dem 
Sequenzbereich der Basen 75800 – 78000 und ragt damit über die Ränder des ebenfalls 
identifizierten HindIII-Fragments von 1365 bp hinaus. Daher wurde der Bereich des 
Fragments PvP mit eventuellen kurzen umliegenden Abschnitten als pKLC102-spezifisch 
definiert. Diese Region deckt sich nahezu mit dem Bereich des Operons CP84 – CP86 (siehe 
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Insertionssequenz des























Abbildung 3.12: Physikalische Karte des
Plasmides erstellt mit EcoRI (innen) und
PvuII (außen). Der Rekombinationspunkt für
chromosomale Integration und die Position
der Inserrton von TNCP23 sind angegeben.
Schwarze Bögen repräsentieren den
Plasmid-abdeckenden Contig aus pKSCC-
Cosmiden und dem gap-PCR-Produkt. Die
dunkel unterlegte Region fehlt im verwandten
Plasmid pKLK106 
Tabelle 3.2). Alle anderen ORFs des Plasmides lagen in Restriktionsfragmenten, die deutliche 
Hybridisierungssignale ergeben hatten 
Demnach ist das Operon CP84 - CP86 der einzige Abschnitt von pKLC102, der nicht in 
pKLK106 konserviert ist. Dies bestätigt den hohen Grad der Verwandtschaft der beiden 
Plasmide, deren genetisches Material größtenteils konserviert zu sein scheint. Allerdings 
hätten mit dieser Methode wohl kleine, wenige Hundert Basen lange pKLC102-spezifische 
Fragmente nicht detektiert werden können. Außerdem bleibt offen, welche DNA-Abschnitte 
von pKLK106 nicht in pKLC102 konserviert sind. 
 
 
Die ORFs CP84 – CP86, für deren Genprodukte die Annotation putative metabolische 
Funktionen ergeben hatte (siehe Kapitel 3.3.2) sind die einzigen drei ORFs in pKLC102 mit 
hoher Homologie zu ORFs aus PAO1 (PA2566, PQ2565, PA2564). Außerdem wird das 
Operon von 239 bp langen direct repeats flankiert. Daraus konnte geschlossen werden, dass 
das Operon CP84 – CP86 eine mobile Genkassette darstellt, die wahrscheinlich erst in das 
Plasmid inkorporiert wurde, nachdem sich pKLC102 und pKLK106 aus einem gemeinsamen 
Vorläufer heraus zu zwei separaten Plasmiden entwickelt hatten. 
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Interessanterweise wurde die Sequenz des direct repeats auch mit 90 % Identität in 
PAGI-4(C) gefunden, dort am Ende eines Abschnittes pKLC102-homologer Sequenz neben 
einem CP87-ähnlichen ORF. Das Auftreten dieser Sequenz als direct repeat in pKLC102, in 
vergleichbarer Position (zwischen CP86 und CP87) um eine mobile Genkassette herum, lässt 
eine mögliche Involvierung der homologen Sequenz in die Rekombinationsereignisse 
vermuten, in deren Folge die Geninsel PAGI-4(C) entstanden ist (siehe Kapitel 3.5). 
3.7 pKLC102 als Kernelement für Genomevolution in P. aeruginosa Klon C 
Durch die Analyse intraklonaler Genomdiversität anhand von Kartierungen und 
Sequenzierungen vergleichbarer Regionen können Rückschlüsse auf die Umgestaltung 
bakterieller Genome und die zugrundeliegenden Rekombinationsereignisse gezogen werden 
(Kiewitz u. Tümmler, 2000). In unserer Arbeitsgruppe wurden in Laufe der letzten Jahre viele 
Ergebnisse zur Genomdiversität von Klon C Stämmen zusammengetragen. Dadurch wurde es 
möglich, eine „Evolution“ des bakteriellen Genoms von Pseudomonas aeruginosa Klon C in 
Verbindung mit dem Plasmid pKLC102 zu beschreiben. Die verschiedenen Schritte dieser 
Evolution sind dabei durch die Genotypen verschiedener Klon C Isolate repräsentiert (Kiewitz 
et al., 2000; Römling et al., 1997; Kresse et al., 2003).  
Abbildung 3.11 zeigt die verschiedenen „Evolutionsstufen“ von Klon C Stämmen, wie sie 
miteinander in Verbindung gebracht werden können, und stellt sie der Situation in Klon K 
Stämmen gegenüber. 
Die Entwicklung kann dabei wie folgt dargestellt werden: 
pKLK106 und pKLC102 sind eng verwandte Plasmide, die mit dem gleichen phagen-
ähnlichen Mechanismus (siehe Kapitel 3.2) an tRNALys-Genen ins Chromosom von Klon K 
und Klon C Stämmen integriert werden können. pKLK106 integriert reversibel in eins von 
zwei möglichen tRNALys-Genen (Abbildung 3.13, Teil a). In allen untersuchten Klon K 
Stämmen wurde sowohl freies als auch chromosomal integriertes Plasmid detektiert. Bei 
Subkultivierungen von Klon K Stämmen in vitro wurde der mögliche Transfer der Plasmid-
DNA von einem Integrationspunkt in den anderen nachgewiesen.  
Das Plasmid pKLC102 inseriert in Klon C nur an einer der Positionen, die in Klon K genutzt 
werden, reversibel ins Chromosom (tRNALys-2, siehe Abbildung 3.13, Teil b). Der andere 
Integrationspunkt ist durch die Geninsel PAGI-4(C) blockiert, die zum Teil aus pKLC102-
ähnlicher DNA besteht. Diese Insel könnte einen durch Genomrearrangements trunkierten 
Überrest eines integrierten Plasmides darstellen, der irreversibel im Chromosom inkorporiert 
ist (siehe Kapitel 3.5). In allen Klon C Umweltisolaten und Isolaten aus 
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Krankenhausumgebungen wurde die integrierte und die episomale Form von pKLC102 
detektiert (Genotyp repräsentiert durch SG17M). In vielen Isolaten aus Lungen von CF-
Patienten aber lag pKLC102 gar nicht mehr (C5) oder nur noch in integrierter Form (Stamm 
C2) vor.  
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Abbildung 3.13:  P. aeruginosa Evolution in Verbindung mit Plasmid-DNA. a) Reversible Integration 
von Plasmid-DNA in zwei mögliche tRNALys-Gene von Klon K Stämmen. b) Verschiedene auftretende 
Formen von Plasmid-DNA in Klon C. In Subgruppe SG17M liegt pKLC102 episomal und chromosomal 
integriert vor (nur an einem der tRNALys-Gene). Stamm C5 hat pKLC102 scheinbar verloren, in Stamm 
C2 tritt nur noch die integrierte Form auf. Subgruppe C trägt zusätzlich das Integron TNCP23 auf der 
pKLC102-DNA, freies Plasmid wurde nicht mehr detektiert. TNCP23 ist von IS6100-Kopien flankiert. 
Die linke IS6100-Kopie wird intramolekular transponiert, gefolgt von chromosomaler Inversion 
zwischen IS6100 im Transposon und der transponierten Kopie (C8, C9, C10, C19), wodurch definierte 
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Gene zerstört werden. In diesen Stämmen ist das durch PAGI-4(C) blockierte tRNALys-Gen nicht mehr 
mit dargestellt.  
 
Den nächsten Schritt stellt die Subgruppe C (repräsentiert durch Stamm C) dar, die unter den 
Klon C Subgruppen die einzige ist, in die ausschließlich Lungen-Isolate von CF-Patienten 
eingeordnet worden waren. Die Stämme dieser Subgruppe tragen als einzige auf der 
integrierten pKLC102-DNA das TNCP23-Integron, das eine Aminoglykosid-Resistenz ins 
Genom einbringt und so einen Selektionsvorteil bei Behandlung mit solchen Antibiotika 
vermittelt. Die pKLC102-DNA wird durch TNCP23 scheinbar endgültig im Chromosom 
fixiert. 
Weitere Rekombinationsereignisse gehen wiederum in einigen Subgruppe C Stämmen (C8, 
C9, C10, C19) von dem Integron TNCP23 aus. Ein in TNCP23 lokalisiertes IS6100-Element  
stellt einen der Bruchpunkte für chromosomale Inversionen dar. Durch diese Inversionen wird 
am zweiten Bruchpunkt jeweils ein Gen ausgeschaltet. In den betreffenden Subgruppe C 
Stämmen sind dies z. B. Gene zur O-Antigen-Bildung oder zur Ausbildung von Pilin-
Strukturen (Kresse et al., 2003). Die verminderte Produktion solcher extrazellulärer 
Strukturen stellt eine generelle Strategie von P. aeruginosa zur Adaptation an das CF-
Lungen-Habitat dar (Tümmler u. Kiewitz, 1999; Lyczak et al., 2002). So ist die Ausschaltung 
entsprechender Gene durch die chromosomalen Inversionen als weiterer Evolutionsschritt der 
Klon C Stämme anzusehen. Einhergehend mit den Inversionen wurde die DNA von 
pKLC102 auf zwei verschiedene Regionen des Genoms aufgeteilt. Die zwei att-Sequenzen 
wurden dabei so weit voneinander entfernt, dass die ehemalige DNA nicht mehr in einem 
Stück ausgeschnitten werden könnte.  
In dem sich mit den verschiedenen Stämmen ändernden Auftreten der pKLC102-DNA in 
Klon C (siehe Abbildung 3.11) spiegelt sich demnach eine Evolution wieder, in deren Verlauf 
aus einem ursprünglich mobilen genetischen Element eine am Ende zerstückelte, in  
verschiedenen chromosomalen Regionen fixierte Geninsel wird. Einige Schritte dieser 
Evolution scheinen dabei nur bei Bakterien stattzufinden, die eine besondere Umgebung 




4 Analyse der Geninsel in der SpB-Region 
4.1 Hintergrund 
Zur Analyse der Geninsel PAGI-2(C) (Larbig et al., 2002) war die Genombibliothek von 
P. aeruginosa C nach Cosmiden mit DNA aus dieser Region durchsucht worden. Dabei 
wurden mehrere Cosmide detektiert, die auf PAGI-2(C)-DNA hybridisierten, obwohl sie 
DNA aus einer anderen Region des Genoms, dem Restriktionsfragment SpB, enthielten. 
Diese Region war als hypervariable Region 3 von Klon C beschrieben worden (siehe Kapitel 
1.3), in der im Stamm C eine spezifische Insertion vorliegen sollte (K. D. Larbig, 
Dissertation, 2001). 
Eines der detektierten Cosmide, pKSCC1013, war näher analysiert worden. Dessen 
Restriktionsfragmente hybridisierten teilweise außer auf SpB und PAGI-2(C) auch noch auf 
DNA auf dem Plasmid pKLC102 und der Geninsel PAGI-3(SG), nicht aber auf PAO1. 
Andere Fragmente von pKSCC1013 hybridisierten hingegen ausschließlich auf SpB.  
P. aeruginosa C enthält demnach im Restriktionsfragment SpB eine stammspezifische 
Insertion, die teilweise gegenüber PAGI-2(C) konserviert ist. 
Dies wurde durch die Sequenzierung des Cosmids bestätigt. Die ersten 24,5 kb aus 
pKSCC1013 stellten spezifische DNA dar, während die ORFs in den übrigen 11 kb (bis auf 
zwei Ausnahmen) in der gleichen Reihenfolge in PAGI-2(C) konserviert waren (siehe 
Abbildung 4.1). Die (vorläufig so bezeichneten) ORFs B17 und B20 – B28 waren homolog zu 
den ORFs C36 und C39 – C47. Diese gehören zu den 47 Genen, die zwischen PAGI-2(C) und 
PAGI-3(SG) konserviert sind und liegen auch in diesen Geninseln an den Übergängen 
zwischen dem spezifischen und dem konservierten Teil (Larbig et al., 2002). Die Geninsel im 
Restriktionsfragment SpB scheint also eine ähnliche zweiteilige Struktur aufzuweisen. 









Abbildung 4.1: Annotationsübersicht des Cosmids pKSCC1013 und Vergleich mit PAGI-2(C).
Die ORFs sind durch Pfeile dargestellt. Die verwendeten Bezeichnungen stammen aus der
früheren Annotation von K. D. Larbig (Dissertation, 2001) und sind in der aktuellen Annotation
(siehe Tabelle 4.8) durch andere ersetzt. Schwarz: Genprodukt mit guter Funktionsvorhersage
(evtl. mit vergebenem Gennamen). Gerastert: konservierte hypothetische Proteine. Weiß:
hypothetische Proteine. ORFs B1 und B28 sind unvollständig. Der grau unterlegte Bereich ist
homolog zu PAGI-2(C). 
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4.2 Sequenzierung und Analyse der Insertion in SpB 
Die Sequenzierung der Geninsel im Restriktionsfragment SpB von P. aeruginosa C ist nicht 
nach Erstellung eines durchgängigen, die Insertion abdeckenden Cosmid-Contigs erfolgt. 
Stattdessen wurden schrittweise an bekannte Sequenzen angrenzende neue Abschnitte 
identifiziert und sequenziert. Auf diese Weise wurden zwei große Contigs (bezeichnet mit 1 
und 2) erstellt, durch die aber noch nicht die gesamte inserierte DNA in dieser Region 
abgedeckt wird. Daher besteht zur Zeit noch eine physikalische Lücke in der Sequenz. 
Die Ergebnisse der Sequenzanalysen werden am Ende umfassend für beide bestehenden 
Contigs beschrieben, Teilergebnisse für einzelne Abschnitte werden aber schon vorher 
angeführt, soweit sie für die Identifizierung angrenzender Abschnitte von Bedeutung waren. 
Ausgangspunkt war die aus früheren Arbeiten bekannte Sequenz des Cosmides pKSCC1013, 
dessen Insert inmitten der Geninsel lokalisiert worden war (siehe vorheriger Abschnitt). 
4.2.1 Erstellung des SpB-Contigs 1 
Aufgrund der Homologie von pKSCC1013 zu PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) wurde die 
Hypothese aufgestellt, dass der Aufbau der Insertion dem der beiden anderen Geninseln 
entspricht und die zwischen PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) homologen ORFs auch in der SpB-
Insel konserviert sind. Die entsprechende konservierte DNA müsste demnach in dem Bereich 
von SpB zu finden sein, der an den zu PAGI-2(C) homologen Bereich in pKSCC1013 (zum 
T7-Ende hin gelegen) anschließt. Außerdem sollte die DNA, bei ähnlichem 
Konservierungsgrad wie in pKSCC1013, mit PAGI-2(C)-DNA kreuzhybridisieren.  
Zur Identifizierung von Cosmiden, deren Insert den begonnenen Contig am pKSCC1013-T7-
Ende fortsetzen, wurde nur ein kleiner Teil der Genombibliothek von Stamm C durchsucht. 
Vorab ausgewählt wurden 38 Cosmide, die bei der Erstellung des PAGI-2(C)-Contigs als 
falsch Positive aufgefallen und dann der SpB-Region zugeordnet worden waren (s. o.). 
Die Analyse erfolgte über Vergleiche der Restriktionsmuster dieser Cosmide nach EcoRI-
HindIII-Doppelverdau (siehe Abbildung 4.2) und über Hybridisierungsexperimente. 
 
Die EcoRI-HindIII-verdaute DNA wurde auf Nylonmembran transferiert und zunächst mit 
einer pKSCC1013-T7-Endfragmentsonde (generiert mit asymmetrischer PCR) hybridisiert. 
Außer pKSCC1013 wurden damit 23 weitere Cosmide detektiert. Unter diesen fiel das 
Cosmid pKSCC1005 auf, dessen Restriktionsmuster keine Bande wie in pKSCC1013 aufwies 
(außer Vektorbanden). Hybridisierungssignale wurden in pKSCC1005 auf einem ca. 1400 bp-












Abbildung 4.2: EcoRI-HindIII-Restriktionsmuster von Cosmiden mit Insert-DNA aus der SpB-
Insertion. Die Bahnen mit analysierten Cosmiden sind mit einem X gekennzeichnet.
Größenangaben an der Seite bezeichnen die nach dem Verdau auftretenden Vektor-Banden. 
Spur 1 markiert pKSCC1013, Spur 2 pKSCC1005 und Spur 3 pKSCC1036. Die bei den
Hybridisierungen detektierten Fragmente sind hervorgehoben (A: Sonde 1013-T7, B: 1005-
EH3, C: SpV-E29).  
 
Beide Fragmente konnten also mit den letzten beiden Fragmenten aus pKSCC1013 
überlappen, was auf ca. 9 kb gleiche Sequenz in den Inserts hindeutete (siehe Tabelle 4.1). 
Die nächste Hybridisierung wurde mit einem der nicht detektierten Restriktionsfragmente aus 
dem Cosmid pKSCC1005 durchgeführt, um den Contig weiter fortzusetzen. Ausgewählt 
wurde ein Fragment von ca. 3 kb, das eindeutig von allen anderen Banden separiert im Gel 
positioniert war. Diese Sonde 1005-EH3 hybridisierte außer auf pKSCC1005 auf 20 weiteren 
Cosmiden.  
Zur weiteren Analyse erfolgte dann eine dritte Hybridisierung. Die verwendete Sonden-DNA 
repräsentierte einen der Bereiche am Ende der PAGI-2(C)-Geninsel, in der SpB-Insertion 
konserviert sein sollte. Diese Sonde SpV-E29 (hergestellt von K. D. Larbig, siehe Dissertation 
2001) entsprach einem 5,9 kb EcoRI-Subfragment des Restriktionsfragmentes SpV und 
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umfasste den Bereich der ORFs C97 – C102 aus PAGI-2(C), wobei Homologe zu C101 und 
C102 auch in der SpB-Insertion vermutet wurden und mit der Sonde detektiert werden sollten. 
Diese Sonde hybridisierte auf 15 Cosmiden. Die Restriktionsmuster wurden daraufhin für die 
Cosmide verglichen, auf denen beide Sonden, 1005-EH3 und SpV-E29, hybridisiert hatten. 
Aus diesen Kandidaten wurde das pKSCC1036 ausgewählt. Bei diesem Cosmid wurde 
dasselbe 3 kb Fragment identifiziert, das aus pKSCC1005 als Sonde isoliert worden war. Die 
Sonde SpV-E29 hatte auf einem ca. 12 kb großen Fragment von pKSCC1036 hybridisiert 
(siehe Tabelle 4.1). Anhand des Restriktionsvergleichs mit pKSCC1005 war nicht 
auszuschließen, dass neben der 3 kb Bande auch noch eine große Bande (10 - 12 kb) in beiden 
Cosmiden identisch war. Trotzdem ergab die Abschätzung, dass durch die Kombination der 
Inserts aus pKSCC1005 und 1036 die bestehende pKSCC1013-Sequenz um bis zu 50 kb 
verlängert würde. 
In PAGI-2(C) beträgt der Abstand vom ORF C47, dessen Homologes am T7-Ende von 
pKSCC1013 beginnt (s. o.) bis zum Ende der Geninsel ca. 57 kb. Ähnliche Strukturen beider 
Geninseln vorausgesetzt, könnte demnach ein Contig pKSCC1013-1005-1036 den vermuteten 




pKSCC1013 [bp] pKSCC1005 [bp*] pKSCC1036 [bp*]
383 1300 1300
4861 1400 (1013-T7) 2900
1106 3000 (1005-EH3) 3000 (1005-EH3)
2810 4500 5800
4596 10000 10000
6078 15000 (1013-T7) 14000 (SpV-E29)
671 4582 (Vektor) 4582 (Vektor)

















Tabelle 4.1: Vergleich der pKSCC-Cosmide 1013, 1005 und 1036 nach Restriktionsverdau und 
Hybridisierungen. Angegeben sind die Größen der EcoRI-HindIII-Restriktionsfragmente (* = Größe im 
Agarosegel abgeschätzt). Durch Hybridisierungen detektierte Fragmente sind fett geschrieben, die 
jeweilige Sonde dahinter in Klammern angegeben. Überlappende bzw. übereinstimmende Fragmente 





Von pKSCC1005 und 1036 wurden als nächstes die T3- und die T7-Enden der 
Insertsequenzen bestimmt. Durch Identität der 1005-T3-Endsequenz mit der pKSCC1013-
Sequenz wurde eine 9,1 kb Überlappung dieser beiden Cosmid-Inserts bestätigt. Die T7-
Endsequenz von pKSCC1036 wies Identität zu PAO1-DNA auf, die übereinstimmende 
Sequenz lag im ORF PA0732. Damit schien ein Contig pKSCC1013-1005-1036 tatsächlich 
bis zum Ende der SpB-Insertion zu reichen und den Übergang zu PAO1-konservierter DNA 
zu beinhalten. Die Cosmide pKSCC1005 und 1036 wurden daraufhin vollständig sequenziert. 
Bei der Betrachtung von der Umgebung von ORF PA0732 in der PAO1-Genomsequenz fiel 
ein tRNAGly-Gen zwischen den ORFs PA0729 und PA0730 auf. In Analogie zu PAGI-2(C) 
wurde für die SpB-Insertion daher dieses tRNA-Gen als ehemaliger Insertionspunkt 
vorhergesagt, an dem in Stamm C der Übergang zwischen Insertion und PAO1-konservierter 
DNA zu finden sein sollte. 
 
Dies wurde durch die Sequenzierungsergebnisse bestätigt. Die Inserts von pKSCC1013, 1005 
und 1036 ergaben zusammen einen Contig von 80826 bp. In diesem Contig wurden die Basen 
77701 – 77774 als tRNAGly-Gen identifiziert, gefolgt von 3,1 kb DNA mit 99,3 % Identität 
zur PAO1-Genomsequenz. In diesen 3,1 kb wurden Homologe zu den ORFs PA0730 – 
PA0732 identifiziert. Die SpB-Insertion schien also tatsächlich am tRNAGly-Gen zwischen 
PA0729 und PA0730 ins Genom integriert zu sein, dessen 3’-Ende - ein ähnlicher 
Integrationsmechanismus wie für PAGI-2(C) oder pKLC102 vorausgesetzt - eine ehemalige 
attB-Sequenz darstellen könnte (vgl. Kapitel 3.2). 
Im Contig wurden insgesamt 49 ORFs identifiziert, die homolog zu ORFs aus PAGI-2(C) 
waren, darunter auch nahezu alle ORFs, die zwischen PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) 
konserviert sind (siehe Tabelle 4.2). Die SpB-Insertion stellte also eine vergleichbare 
Geninsel mit semikonservierter Struktur und gleichem tRNA-Gen als Integrationssequenz dar 
(Die detaillierte Übersicht über die Sequenzanalyse, die annotierten ORFs und ihre 










A B A B A B
BR76 C1 BR39 C54 BR60 C89
BR21 C36 BR40 C55 BR61 C90
BR24 C39 BR46 C64 BR62 C91
BR25 C40 BR47 C65 BR63 C93
BR26 C41 BR48 C66 BR64 C94
BR27 C42 BR49 C67 BR65 C95
BR28 C43 BR50 C68 BR66 C101
BR29 C44 BR51 C69 BR67 C102
BR30 C45 BR52 C70 BR68 C103
BR31 C46 BR53 C71 BR69 C104
BR32 C47 BR54 C72 BR70 C105
BR33 C48 BR55 C74 BR71 C106
BR34 C49 BR56 C75 BR72 C107
BR35 C50 BR57 C77 BR73 C108
BR36 C51 BR58 C79 BR74 C109














Tabelle 4.2: Homologe ORFs im SpB-Contig 1 (jeweils Spalten A) und PAGI-2(C) (jeweils Spalten B). 
Die ORFs aus dem Contig 1 sind entsprechend der Annotationstabelle in Kapitel 4.2.5 bezeichnet. 
Grau unterlegte ORFs sind nicht in PAGI-3(SG) konserviert. Dagegen gibt es Homologe zu C4, C80 
und C83 in PAGI-3(SG), aber nicht im SpB-Contig 1. 
 
Am anderen Ende der pKSCC1013-Sequenz (T3-Ende) sollte sich die SpB-Insertion 
fortsetzen, bei Analogie zu PAGI-2(C) sollte hier SpB-spezifische DNA folgen und die 
Insertion irgendwann mit einer Kopie des 3’-Endes des tRNAGly-Gens (attR) enden. Wenn die 
Größe mit der der anderen Insertionen vergleichbar wäre (ca. 105 kb), wären noch ca. 28 kb 
DNA zwischen dem pKSCC1013-T7-Ende und der vermuteten attR-Sequenz zu erwarten. 
Um den Contig in diese Richtung fortzusetzen, wurde die Genombibliothek mit einer Sonde 
durchsucht, die das entsprechende pKSCC1013-Ende repräsentierte. Die Sonde 1013end 
bestand aus einem 467 bp PCR-Produkt, dass auf dem Cosmid-Insert mit den Primern 
1013endf und 1013endr generiert wurde (Basen 129 – 595 im pKSCC1013-Insert). Bei der 
Hybridisierung wurden damit lediglich drei Cosmide detektiert. Die EcoRI-HindIII-
Restriktionsmuster zweier dieser Cosmide (pKSCC236 und 316) stimmten nahezu völlig mit 
dem von pKSCC1013 überein, das des dritten Cosmides pKSCC186 zeigte auch mehrere 
übereinstimmende Banden, so dass alle drei Cosmide gleiche oder ähnliche Inserts wie 
pKSCC1013 zu haben schienen (siehe Tabelle 4.3). Eine Hybridisierung der EcoRI-HindIII-
Verdaue mit der Sonde 1013end bestätigte dies. Von pKSCC236 und 316 wurden die 
gleichen Fragmente wie in pKSC1013 detektiert (siehe Tabelle 4.2.). Bei pKSCC186 
unterschied sich das Hybridisierungsmuster etwas. Dessen Auswertung und der Vergleich der 
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Restriktionsmuster ergab, dass nur 5,4 - 6,8 kb DNA des Inserts von pKSCC186 nicht in 


































2275 bp (Vektor) 
 
Tabelle 4.3: Vergleich der pKSCC-Cosmide 1013 und 186 nach Restriktionsverdau und 
Hybridisierungen. Angegeben sind die Größen der EcoRI-HindIII-Restriktionsfragmente (* = Größe im 
Agarosegel abgeschätzt). Mit der Sonde 1013end detektierte Fragmente sind fett geschrieben. 
Überlappende bzw. übereinstimmende Fragmente in den Cosmid-Inserts sind grau unterlegt und 
durch die Linien mit dem jeweiligen Gegenstück verbunden.  Das 171 bp Fragment war im Gel nicht 
zu identifizieren, sollte aber auch in pKSCC186 vorkommen. Eines der nicht markierten Fragmente in 
pKSCC186 musste einem Teil des 7715 bp Fragments aus pKSCC1013 entsprechen.  
 
Die nachfolgende Ansequenzierung ergab, dass das T3-Ende des Inserts von pKSCC186 dem 
Sequenzbereich 30300 – 31060 von pKSCC1013 entsprach und somit beide Cosmide um fast 
31,1 kb überlappten. Der von pKSCC186 abgedeckte Abschnitt reichte damit sogar bis in den 
von pKSCC1005 gebildeten Teil des Contigs. Der spezifische Anteil in pKSCC186 wurde 
daraufhin auf 5,7 kb abgeschätzt und vollständig sequenziert. Als tatsächliche Größe ergaben 
sich 5475 bp, die zu dem bestehenden Contig hinzugefügt wurden. Somit bestand ein SpB-
Contig 1, der 83175 bp der SpB-Insertion abdeckte. 
Auf pKSCC186 folgende Cosmide konnten in der Genombibliothek nicht identifiziert 
werden. Mit den Primern 186endf und 186endr wurde ein PCR-Produkt (Basen 193 – 689 in 
der pKSCC186-Sequenz) als Sonde generiert. Mit dieser Sonde wurde aber außer pKSCC186 
selbst kein Cosmid aus der Bibliothek detektiert. Anscheinend ist der gesuchte Bereich in der 
Genombibliothek unterrepräsentiert, so dass der SpB-Contig 1 auf diese Weise nicht 
fortgeführt werden konnte. Spezifische Teile der SpB-Insertion und der zweite Übergang zur 
PAO1-konservierten DNA fehlten. 
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 4.2.2 Beginn des SpB-Contigs 2 
Der SpB-Contig 2 wurde erstellt, um den noch fehlenden zweiten Übergang zwischen SpB-
Insertion und konservierter chromosomale DNA zu analysieren. Außerdem sollte er dem im 
vorigen Kapitel beschriebenen SpB-Contig 1, für den keine weiterführenden Cosmide 
identifiziert werden konnten, entgegenlaufen und den fehlenden Bereich der Insertion soweit 
wie möglich abdecken. 
Ansatzpunkt für diese Analysen war die Identifizierung des tRNAGly-Gen als Übergang 
zwischen inserierter und chromosomaler DNA im Contig 1 (siehe Kapitel 4.2.1). In Analogie 
zu den Geninseln PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) wurde am anderen Übergang eine Duplikation 
einer unbekannten Anzahl Basen des  tRNAGly-3‘-Endes vermutet, die die ehemalige attP-
Sequenz des inserierten DNA-Blocks darstellen sollten. Neben dieser attP-Sequenz sollte 
PAO1-konservierte DNA wie im sequenzierten Genom lokalisiert sein. 
Das tRNAGly-Gen liegt im PAO1-Genom zwischen den ORFs PA0729 und PA0730. Ein 
PA0730-homologer ORF wurde am Übergang zwischen SpB-Insertion und PAO1-
konservierter DNA in Contig 1 identifiziert (siehe Kapitel 4.2.1). Daher sollte nun zum 
Auffinden von Cosmiden mit dem zweiten Übergang eine Sonde verwendet werden, die den 
Bereich des ORFs PA0729 repräsentierte. Dafür wurden die Primer PA729f und PA729r 
generiert, mit denen ein PA0729-überspannendes PCR-Produkt (PAO1-Sequenz 797098 – 
797635) amplifiziert werden sollte. Die Amplifikation gelang aber nur mit PAO1-DNA als 
Matrize, nicht mit genomischer DNA von P. aeruginosa C. Dies deutete daraufhin, dass in 
Stamm C der ORF PA0729 nicht konserviert ist und neben der SpB-Insertion nicht dieselbe 
DNA zu erwarten war wie in PAO1 neben dem tRNAGly-Gen. 
Eine genauere Betrachtung der PAO1-Sequenz in dieser Region (siehe Abbildung 4.3) lieferte 
weitere Hinweise. Vor dem tRNAGly-Gen wurden hier mehrere hypothetische ORFs und vor 
allem diverse Gene für putative Phagen-Proteine annotiert (PA0715, PA0717 – PA0728) 






Abbildung 4.3: Übersicht des Sequenzabschnittes 782000 – 822000 aus dem PAO1-Genom
(aus Genomkarte unter www.pseudomonas.com). Gezeigt sind die annotierten ORFs von
PA0701 bis PA0753. Der Bereich der vermeintlichen integrierten Phagen-DNA (ORFs PA0715 –
PA0729) ist von einem kompletten tRNAGly-Gen und einer Kopie von dessen 3‘-Ende umgeben. 
 
Zwischen den ORFs PA0714 und PA0715 wurden außerdem 27 bp identifiziert, die identisch 
zum 3’-Ende des tRNAGly-Gens waren (Basen 785311 – 785337 in der PAO1-Sequenz). 
Somit schien im Stamm PAO1 in dieser Region ein Phage in die chromosomale DNA 
integriert zu sein, der die ORFs PA0715 – PA0729 umfasst und in die attB-site im tRNAGly-
Gen inseriert ist. Die 27 bp vom tRNAGly-3’Ende stellen dessen ehemalige attP-Sequenz dar. 
Da in Stamm C der ORF PA0729 nicht konserviert zu sein schien, wurde die Hypothese 
aufgestellt, dass die gesamte putative Phagen-DNA eine PAO1-spezifische Insertion (später 
bestätigt (Wolfgang et al., 2003)) darstellt und in Stamm C fehlt, die davor in PAO1 
auftretende DNA bis einschließlich ORF PA0714 hingegen konserviert ist.  
Um die Genomarchitektur von C in dieser Region zu überprüfen, wurden PCR-Experimente 
durchgeführt, um nachzuweisen, welche entsprechende DNA aus PAO1 in C tatsächlich 
konserviert ist und welche nicht. 
Dazu wurden diverse Primer generiert, mit denen ausgewählte Abschnitte zwischen PA0710 
und PA0729 auf dem PAO1-Genom amplifiziert werden konnten. Parallel wurden die 
gleichen PCRs mit genomischer DNA von Stamm C als Matrize durchgeführt, um Hinweise 
zu erhalten, welche Abschnitte in Stamm C konserviert sind oder in dieser Region gegenüber 









auf Stamm C 
P710f / P710r 
P711f / P712r 
P714f / P714r 
P716f / P716r 
P723f / P724r 
P727f / P727r 
P729f / P729r 
782555 – 782928 
783338 – 783816 
784772 – 785240 
787997 – 788511 
791119 – 791630 
794919 – 795397 
















P711f / P714r 
P714f / P716r 
P723f / P727r 
P727f / P729r 
 
783338 – 785240 
784772 – 788511 
791119 – 795397 












Vor allem die Ergebnisse mit den unteren vier Primer-Kombinationen ließen darauf 
schließen, dass tatsächlich die PAO1-DNA bis hin zu ORF PA0714 in Stamm C konserviert 
war, der Phagen-ähnliche Bereich PA0715 – PA0729 hingegen nicht. Allerdings scheinen 
Homologe zu einzelnen ORFs in C vorzukommen, was die PCR-Produkte P723f / P723r und 
P727f / P727, die auch in C amplifiziert werden, belegen. Diese Homologen könnten aber 
auch in anderen Regionen des Genoms liegen, eventuell auch in anderer ehemaliger Phagen-
DNA. Die kurzen PCR-Produkte liefern keinen Hinweis auf eine Lokalisation in der SpB-
Insertion bzw. in dessen direkter Umgebung. 
Da PA0714 der letzte konservierte ORF vor der SpB-Insertion zu sein schien, wurde das 
PCR-Produkt P714f / P714r (generiert auf Stamm C) als Sonde verwendet, um die 
Genombibliothek zu durchsuchen. Dabei sollten Cosmide identifiziert werden, die außer dem 
Übergang von chromosomaler zu inserierter DNA auch einen möglichst großen Teil der SpB-
Insertion abdecken. 
Zunächst konnten mit dieser Sonde fünf Cosmide detektiert werden, von denen sich aber drei 
bei Kontrollexperimenten als falsch positiv erwiesen. Übrig blieben die Cosmide pKSCC610 
und pKSCC613.  
Diese beiden Cosmide wurden EcoRI-HindIII-doppelverdaut und die Fragmente dann erneut 
mit der Sonde P714f / P714r hybridisiert. Die Sonde band bei beiden Cosmiden auf 
demselben Fragment (ca. 2,3 kb, überlagert von einer Vektorbande, siehe Abbildung 4.4). 
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S: durch Sonde P714f /
P714r detektierte Bande
Abbildung 4.4: EcoRI-HindIII-Verdau der Cosmide
pKSCC610 und pKSCC613. Übereinstimmende
Banden in beiden Cosmiden sind eingekreist. Die
Supercos 1 Banden sind an der Seite angezeigt. Die
untere Vektorbande überlagert bei beiden Cosmiden
das Restriktionsfragment, auf dem die Sonde P714f /
P714r hybridisiert. In den übrigen Spuren sind

















Außer diesem Restriktionsfragment waren noch weitere für beide Cosmide identisch, vor 
allem die jeweils größten Fragmente (> 8 kb) aber schienen sich zu unterscheiden. Daher 
wurde angenommen, dass die von den beiden Inserts abgedeckten Bereiche um vermutlich 
mehr als 12 kb gegeneinander verschoben waren. Die genaue Positionierung wurde wieder 
anhand der T3- und T7-Endsequenzen der Inserts überprüft.  
Dabei war die T3-Endsequenz von pKSCC613 identisch zur PAO1-Sequenz von Position 
764652 – 765398 (Bereich von ORF PA0692). Das Insert würde demnach, bei PAO1-
Konservierung bis ORF PA0714, ca. 20,7 kb PAO1-konservierte DNA enthalten, die 
restlichen 10 - 15 kb des Inserts entfielen auf die SpB-Insertion. 
Bei pKSCC610 lag die T7-Endsequenz weiter in Richtung des vermuteten Übergangs zur 
SpB-Insertion. Die Endsequenz war identisch zum PAO1-Sequenzabschnitt von 779911 – 
780660 (Bereich von ORFs PA0706 / PA0707) und lag damit nur 5,4 kb vom 3’-Ende des 
tRNAGly-Gens entfernt. Das pKSCC610-Insert enthielt somit nach dem vermuteten Übergang 
ca. 25 – 30 kb DNA aus der SpB-Insertion. Das Insert von pKSCC610 wurde daraufhin 
vollständig sequenziert. 
Das Insert von pKSCC610 war insgesamt 36520 bp groß. Die ersten 5404 bp waren zu 
98,8 % mit der PAO1-Sequenz bis hin zu 3’-Ende der tRNA zwischen den ORFs PA0714 und 
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PA0715 identisch. Danach wurden wieder 27 bp, die identisch zum 3’-Ende des tRNAGly-
Gens sind, identifiziert, gefolgt von 31,1 kb DNA aus der SpB-Insertion, nicht aber PA0715. 
Damit hatte sich die Hypothese bestätigt, dass das tRNAGly-Gen vor dem ORF PA0730 
sowohl in PAO1 als auch in Stamm C als Integrationssequenz für spezifische DNA-Blöcke 
verwendet worden war. In beiden Fällen scheint der zusätzliche DNA-Block nach einem 
Phagen-ähnlichen Mechanismus in das Chromosom integriert worden zu. Der jeweils andere 
Übergang von Insertion zur chromosomalen DNA (die ehemalige attP-Sequenz) besteht 
jeweils aus einer Kopie der letzten 27 bp des tRNAGly-Gens, nach der wieder chromosomale 
DNA (beginnend mit ORF PA0714) konserviert ist. Die Phagen-DNA (PA0715 – PA0729) 
aus PAO1 ist wie vermutet in Stamm C an der entsprechenden Position nicht konserviert. 
 
Mit den 31,1 kb aus dem Insert von pKSCC610 und den 83,2 kb aus dem SpB-Contig 1 (siehe 
Kapitel 4.2.1) waren nun 114,3 kb der SpB-Insertion bekannt. Ein geschlossener, die Insertion 
abdeckender Contig, bestand aber noch nicht, da die Inserts von pKSCC610 und pKSCC186 
nicht überlappten. Per PCR konnte die verbleibende Lücke nicht geschlossen werden 
(Versuche mit Primern 186T7end und 610T3end), die demnach nicht nur wenige kb 
umfassen konnte. 
Die Größe der SpB-Insertion (mit vermutlich mehr als 120 kb) war nicht mit den Geninseln 
PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) oder dem Plasmid pKLC102 (103 – 105 kb) zu vergleichen. Die 
Sequenzanalyse des pKSCC610-Inserts lieferte Hinweise auf einen anderen strukturellen 
Aufbau dieser Geninsel, aus dem der Größenunterschied resultieren könnte: 
Die 31,1 kb der Insertion aus dem pKSCC610-Inserts ließen sich in drei Bereiche einteilen 
(siehe Abbildung 4.5). Von den 33 annotierten ORFs (Sequenzanalyse und annotierte ORFs 
sind im Kapitel 4.2.5 genauer beschrieben) scheinen die ersten acht, die nach der ehemaligen 
attP-Sequenz folgen, zu einem integrierten Phagen zu gehören. In diesem Bereich wurden 
Ähnlichkeiten zu ORFs aus dem P. aeruginosa Phagen Pf1, darunter zum putativen Phagen-
Integrase-Gen, und zum im PAO1-Genom als Phagen-ähnlich beschriebenen Bereich der 
ORFs PA0716 und PA0717 beschrieben (Stover et al., 2000; s. o.). Nach diesem ORF wurde 
zudem ein weiteres 3’-Ende des tRNAGly-Gens detektiert, in diesem Fall 18 bp groß. Die 
DNA zwischen diesen beiden vermeintlichen att-Sequenzen wurde deshalb als separat 
integrierte Phagen-DNA angesehen. Nach dem zweiten tRNA-3’-Ende folgte zunächst ein 
putatives Transkriptionsregulator-Gen mit Homologie zum PAGI-2(C)-ORF C4, das im 
Contig 1 nicht vorkam (siehe Kapitel 4.2.1), und dann 18 spezifische ORFs. Von den letzten 
sechs ORFs wiesen fünf interessanterweise wieder Homologien zu PAGI-2(C)-ORFs auf, 

















Abbildung 4.5: Schematische Darstellung der konservierten Bereiche im Insert von
pKSCC610. Gezeigt sind die verschiedenen Abschnitte innerhalb des Inserts. Die Größe
und Position der einzelnen Blöcke ist nicht maßstabsgerecht dargestellt. Konservierte
PAO1-ORFs sind durch Pfeile angedeutet, die neben dem Insert vermuteten weiteren
PAGI-2(C)-homologen ORFs durch die schraffierte Fläche. Die zwischen den C4-
















Das Auftreten von zwei C4-Homologen und von erneuten C110- bis C-107-Homologen 
führte zur Vermutung, dass innerhalb der SpB-Insertion noch ein zweites Block von eventuell 
über PAGI-2(C)-homologen ORFs konserviert sein könnte. Wäre die SpB-Insertion demnach 
eine Kombination aus zwei PAGI-2(C)-artigen Geninseln (und dem beschriebenen Phagen-
ähnlichen Abschnitt), würden für einen abdeckenden Contig noch große DNA-Bereiche 
zwischen den Inserts von pKSCC186 und 610 fehlen. Ca. 40 PAGI-2(C)-homologe ORFs, ein 
Integrase-Gen und eine unbekannte Anzahl spezifischer ORFs müssten noch in der Lücke 
verborgen sein. 
Vor der weiteren Suche nach Cosmiden, die den Contig fortsetzen, sollte daher zunächst die 
bestehende physikalische Lücke genauer analysiert werden. 
 
4.2.3 Kartierung der physikalischen Lücke 
Um die Contig-Lücke zwischen den Inserts von pKSCC610 und pKSCC186 genauer zu 
analysieren und vor allem ihre Größe abschätzen zu können, sollte die entsprechende Region 
des SpB-Restriktionsfragmentes nach dem von Smith und Birnstiel beschriebenen Verfahren 
feinkartiert werden (Smith u. Birnstiel, 1976). Ausgenutzt wurde, dass die das Fragment 
begrenzende SpeI-Schnittstelle fast genau mit dem Beginn der Insertion im Insert von 
pKSCC610 zusammenfiel (SpeI-Schnittstelle in den Basen 200 - 205 der inserierten Sequenz; 
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die ersten 199 bp der SpB-Insertion liegen damit eigentlich im benachbarten 
Restriktionsfragment SpY). Das mit den Primern 610mpf und 610mpr generierte PCR-
Produkt von 822 bp (Basen 519 – 1340 der SpB-Insertion) wurde als Sonde „610mp“ für die 
Kartierung eingesetzt.  
Zunächst war eine Kartierung mit den Restriktionsenzymen EcoRI, DraI, PmlI und NotI 
geplant. Die SpeI-totalverdaute genomische DNA von P. aeruginosa C wurde mit diesen 
Enzymen partialverdaut, per WFGE aufgetrennt, auf einer Membran fixiert und mit der Sonde 
610mp hybridisiert. Für die vier Partialverdau-Enzyme konnten die Restriktionsmuster in den 
die Lücke umgebenden bekannten Abschnitten errechnet werden (Insert pKSCC610, SpB-
Contig 1). Diese sollten sich in der Größe der detektierten Partialverdau-Banden 
widerspiegeln. Das in der Hybridisierung detektierte Partialverdaumuster sollte demnach zwei 
bekannte Abschnitte mit den errechneten Bandenabständen enthalten, die ein durch die 
Lückensequenz entstehendes Muster umgeben. Nach Identifizierung der erwarteten 
Musterabschnitte hätte dann der zur Lücke zugehörige Bereich und über den Abstand zur 
SpB-Schnittstelle im pKSCC610-Insert auch dessen Größe bestimmt werden können. 
Diese Strategie schlug fehl. Die Abschnitte, in denen die errechneten Partialverdau-Muster zu 
erwarteten gewesen wären, lagen in unterschiedlichen Größenbereichen, die im 
Wechselfeldgel nicht gleich gut aufgetrennt werden konnten. Dadurch waren Muster, bei 
denen die Größe der Partialverdau-Banden sich nur um wenige kb unterschied, nicht zu 
erkennen. 
Der Ansatz wurde daraufhin folgendermaßen geändert: 
- Partialverdaue wurden nur noch mit EcoRI, NotI und jetzt zusätzlich mit dem seltener 
schneidenden Enzym XbaI durchgeführt 
- Mit aufgetrennt wurde genomische DNA von C, die außer mit SpeI noch mit XbaI, 
SnaBI oder HpaI totalverdaut wurde 
- Die transferierte DNA wurde in einem zweiten Experiment mit der Sonde „186mp“ 
(siehe Abbildung 4.6) hybridisiert, die auf der anderen Seite der Lücke im SpB-
Contig 1 liegt (Primer 186mpf u. 186mpr, 683 bp PCR-Produkt, Position 2933 – 3615 














Sonde 610mp Sonde 186mp
C-SpB-Insertion
Abbildung 4.6: Schema zum Kartierung der physikalische Lücke in der SpB-Insertion.
 
Würden in den Totalverdauen von beiden Sonden die gleichen Fragmente detektiert, wären 
diese Lücken-überspannend, so dass aus deren Größe die Größe der Lücke errechnet werden 
könnte. Bei den Partialverdauen sollten beide Sonden das gleiche Muster ab einem 
Größenbereich detektieren, in dem Lücken-überspannende Fragmente vorliegen, was 
ebenfalls eine Abschätzung der Größe der physikalischen Lücke ermöglichen würde. Eine 
Feinkartierung war allerdings nur noch bedingt möglich. 
In der folgenden Tabelle 4.4 sind die Positionen der Schnittstellen für die verwendeten 
Enzyme in den bekannten Abschnitten angegeben: 
 
Enzym 
Position der Schnittstelle im 610-
Insert* [bp] 
Position der Schnittstelle im SpB-
Contig 1 [bp] 
SpeI 5604 - 
SnaBI keine 48016; 75156; 75180 
HpaI keine 48457; 68140 
XbaI 6254 (in Sonde 610mp) 23615 
EcoRI 8447; 8777; 19325; 24940 
1933; 5206; 5853; 10724; 11830; 
19326; 28480; 33472; 50625; 
61845; 64653 
NotI (2815; 3961;) 18755; 27871; 32400  6662; 65713; 82247; 
 
Tabelle 4.4: Verteilung der Schnittstellen der in der Kartierung verwendeten Enzyme im pKSCC610-
Insert und im SpB-Contig 1. *: Zählung auf das gesamte Insert bezogen. Insertion ab Position 5405, 
Bereich der 610mp-Sonde 5923 - 6744. Bereich der 186mp-Sonde im SpB-Contig 1 2933 – 3615 
 
In der WFGE wurden außerdem noch Totalverdaue der genomischen DNAs von PAO1 und 
Stamm C mit aufgetrennt. Diese wurden zum einen separat mit genomischer DNA von 
Stamm C hybridisiert, wodurch die Signale der Fragmente als Größenstandard verwendet 
werden konnten (siehe Material und Methoden, Kapitel 2.5.4). Zum anderen diente diese 
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DNA zur Kontrolle der verwendeten Sonden 186mp und 610mp, die keine PAO-DNA und 
von Stamm C nur das Restriktionsfragment SpB detektieren sollten. 
Durch die Hybridisierungen wurden folgende Ergebnisse erzielt (Abbildung 4.7): 
 
Die Kontrollen der Sonden verliefen wie erwartet (jeweils Bahnen P und C in den 
Hybridisierungen mit den Kartierungssonden), nur das SpB-Fragment wurde detektiert. 
Bei den EcoRI- und NotI-Partialverdauen ergaben sich im Bereich kleinerer Fragmente 
verschiedene Hybridisierungsmuster mit den beiden Sonden. Ab einem Größenbereich von 
ca. 100 kb aber waren beide Muster identisch, so dass ab dieser Größe Fragmente existierten, 
die beide Sondenbereiche überspannen (markierte Flächen 1 in Abbildung 4.7). Für die XbaI-
Partialverdaue unterschieden sich die Signalmuster aber auch noch bis in den Bereich von 
ca. 230 kb. In den XbaI-Totalverdauen detektierten die Sonden verschiedene Fragmente, die 
Sonde 610mp ein ca. 65 kb Fragment, Sonde 186mp ein ca. 140 kb Fragment (markierte 
Flächen 2 in Abbildung 4.7). Auch im SnaBI-Totalverdau wurden verschiedene Signale 
detektiert (markierte Flächen 3 in Abbildung 4.7; ca. 35 kb Signal für 610mp, ca. 55 kb Signal 
für 186mp). Im HpaI-Totalverdau hybridisierten beide Sonden aber auf dem gleichen 
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Abbildung 4.7: Hybridisierungsergebnisse der WFGE-Membran
Teil A: SpeI-Verdaue (P = PAO1, C = Stamm C), hybridisiert mit genomischer DNA von Stamm C
(für Größenstandard). Für PAO1 sind Fragmentgrößen angegeben, die anhand der
Genomsequenz ermittelt wurden (siehe Kapitel X.X).
Teil B: SpeI-Verdaue von C, weiter total- oder partialverdaut, hybridisiert mit Sonde 610mp
Teil C: SpeI-Verdaue von C, weiter total- oder partialverdaut, hybridisiert mit Sonde 186mp
1: Gleiches Hybridisierungsmuster bei EcoRI- und NotI-Partialverdauen im Bereich über 100 kb
2: Unterschiedliches Hybridisierungssignal bei XbaI-Totalverdauen
3: Unterschiedliches Hybridisierungssignal bei SnaBI-Totalverdau
4: Gleiches Hybridisierungssignal (ca. 140 - 145 kb) bei HpaI-Totalverdau, diagnostisch für die
      physikalische Lücke
34,7
29,2






Nach den Totalverdauen mit SnaBI und XbaI lag demnach kein die Lücke überspannendes 
SpB-Subfragment vor, woraus geschlossen werden konnte, dass jeweils eine oder mehr 
Schnittstellen für diese Enzyme in der Lückensequenz lagen. Das von beiden Sonden 
detektierte HpaI-Subfragment schien hingegen die Lücke und beide Sonden-Bereiche zu 
überspannen. Die Größe des Fragments war auf der Membran mit 140 – 145 kb bestimmt 
worden. Da im pKSCC610-Insert keine HpaI-Schnittstelle vorkommt, wird ein Teil dieses 
Fragments von den bekannten 30,9 kb zwischen der SpeI-Schnittstelle in dem Ende des 
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Inserts gebildet. Im SpB-Contig 1 folgt die erste HpaI-Schnittstelle nach 48,5 kb, so dass ein 
weiterer großer Teil des die Lücke überspannenden Fragments aus bekannter Sequenz besteht. 
Nach Abzug dieser zusammen 79,4 kb bekannter Sequenz blieb für die physikalische Lücke 
eine Größe von ca. 60 – 65 kb. 
Dieses Ergebnis wurde durch die Betrachtung der EcoRI- und NotI-Partialverdaue bestätigt. 
Die kleinstmöglichen Partialverdau-Fragmente, die beide Sondenbereiche umfassen, mussten 
von der SpeI-Schnittstelle über die Lücke bis zur ersten NotI- bzw. zur zweiten EcoRI-
Schnittstelle im SpB-Contig 1 reichen. Dadurch waren 37,6 kb bzw. 35,4 kb dieser Fragmente 
bekannt, wodurch bei Fragmentgrößen ab 100 kb für die Lücke wiederum eine Größe von ca. 
60 – 65 kb verblieb. 
Die Signale in den XbaI-Partialverdauen ließen sich hiermit zunächst nicht in Einklang 
bringen. Das kleinste von beiden Sonden detektierte Fragment wies eine Größe von ca. 
230 kb auf, was nach Abzug der bekannten Randsequenzen eine Lücke mit einer Größe von 
ca. 175 kb bedeuten würde. Zusammen mit den bekannten Sequenzabschnitten hätte dies für 
die SpB-Insertion eine Größe von ca. 290 kb ergeben. Dies erschien insofern 
unwahrscheinlich, als dass sich das gesamte Fragment SpB in seiner Größe gegenüber dem 
entsprechenden Fragment z. B. in Fragment SG17M (trägt die SpB-Insertion nicht) „nur“ um 
214 kb unterscheidet (Römling et al., 1997)). 
Die unerwartete Größe des kleinsten beide Sonden überspannenden XbaI-Subfragments und 
auch des durch 186mp detektierten Fragments im XbaI-Totalverdau (ca. 140 kb) wurde darauf 
zurückgeführt, dass die an der Position 23615 identifizierte XbaI-Schnittstelle im SpB-
Contig 1 für das Enzym gar nicht oder nur schlecht zugänglich sein könnte (z. B. wegen 
DNA-Sekundärstrukturen). Im Partialverdau würde an einer solchen Stelle die DNA kaum 
geschnitten, die entsprechenden Subfragmente würden so gut wie gar nicht gebildet werden. 
Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde das Cosmid pKSCC186, das den fraglichen Bereich 
enthält mit, EcoRI und XbaI doppelverdaut. Bei vollständigem Verdau hätten Fragmente 
folgender Größen auftreten müssen: 
7406 bp; 6857 bp (Vektor); 4992 bp; 4871 bp; 4865 bp; 4379 bp; 3273 bp; 3069 bp; 1942 bp; 
1106 bp; 647 bp 
Dabei entstehen das 4865 bp und das 4379 bp Fragment nur, wenn die DNA an der fraglichen 
















Abbildung 4.8: EcoRI-XbaI-Doppelverdau von pKSCC186.
Spur 1: λ-BstEII-Größenstandard
Spur 2 u. 3: Verdau der Cosmid-DNA
Die erwarteten und detektierten Restriktionsfragmente sind
angezeigt (Bereich unter 1300 bp fehlt), dazu noch die
zusätzliche 9200 bp Bande. Das Fragment bei 4379 bp











Im Gel konnten nach dem Verdau alle diese Fragmente detektiert werden (siehe Abbildung 
4.8). Ein mögliches 4865 bp Fragment wäre durch zwei weitere Fragmente ähnlicher Größe 
überlagert. Das 4379 bp Fragment war aber gegenüber allen anderen nur äußerst schwach zu 
erkennen, und bei ca. 9,2 kb trat eine zusätzliche intensive Bande auf, die einer Kombination 
der beiden um die XbaI-Schnittstelle gelegenen Fragmente entsprechen würde. In diesem 
Testverdau hatte also das Enzym XbaI an der fraglichen Position die DNA kaum schneiden 
können. Bei ähnlicher Situation im Partialverdau vor der Kartierung wären somit die beide 
Sonden überspannenden Fragmente bis zur nächsten XbaI-Schnittstelle verlängert. Da im 
SpB-Contig 1 (und in den nach der Insertion folgenden 50 kb DNA aus PAO1) keine XbaI-
Schnittstelle identifiziert werden konnte, wären diese Fragmente unverhältnismäßig groß.  
 
Das Ergebnis der XbaI-Partialverdaue widersprach damit nicht mehr den Ergebnissen der 
übrigen Verdaue. Für die Größe der physikalischen Lücke im Contig der SpB-Insertion wurde 
daher ein Wert von 60 – 65 kb angenommen. Durch die unsichere Größenbestimmung der 
durch die WFGE aufgetrennten Fragmente war eine Abweichung zum tatsächlichen Wert aber 
nicht auszuschließen. Anhand der durch die Sonden 610mp und 186mp detektierten Banden 
konnte außerdem noch das Auftreten einiger Schnittstellen für die Enzyme NotI, SnaBI und 
XbaI innerhalb der Lücke nachgewiesen werden. 
Die Signale im SnaBI-Totalverdau wiesen auf (mind.) zwei Schnittstellen für dieses Enzym 
innerhalb der Lücke hin, die 610mp-Signale in den NotI- und XbaI-Partialverdauen auf fünf 
NotI- und zwei XbaI-Schnittstellen. Aus den Positionen der dazugehörigen Signale auf der 
Membran wurden folgende Positionen dieser Schnittstellen innerhalb der Lückensequenz 
abgeleitet. Die Lückensequenz wurde dazu als 65 kb groß angesehen, die Zählung beginnt am 
Übergang zum pKSCC610-Insert: 
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Restriktionsenzym Not I Sna BI Xba I
Position der Schnittstellen in der 





0 5010 30 70 86,3[kb]
Lücke




























Tabelle 4.5: Abgeleitete Positionen von NotI-, SnaBI- und XbaI-Schnittstellen in der physikalischen 
Lücke in der SpB-Insertion. 
 
Mit diesen Informationen konnte folgende Karte der Lücke und der umliegenden bekannten 
















Abbildung 4.9: Abschnitte der SpB-Insertion mit ausgewählten Restriktionsschnittstellen 





zu Abbildung 4.9: Abschnitte der SpB-Insertion mit ausgewählten Restriktionsschnittstellen. 
A: Contig 2. Die bekannte Sequenz betrug zu dem Zeitpunkt 36520 bp (Insert von pKSCC610).
Dargestellt ist das gesamte Cosmid-Insert einschließlich der ersten 5,4 kb, die nicht zur SpB-Insel
gehören. Die flankierende Sequenz auf der linken Seite entspricht der PAO1-Sequenz bis hin zum
ORF PA0714. 
B: Contig 1. Dargestellt ist der gesamte vorhandene Sequenzcontig von 86,3 kb. Die SpB-Insel endet
nach 83,2 kb, gefolgt von einem tRNAGly-Gen und PAO1-identischer Sequenz ab ORF PA0730. 
C: Physikalische Lücke. Dargestellt ist die Lücke mit der Größe (ca. 65 kb) und den Positionen von
Schnittstellen, wie sie aus dem Kartierungsexperiment abgeschätzt wurden. 
 
Für die Größe der gesamten SpB-Insertion ergab sich mit einer Lücke von 60 – 65 kb und den 
vorhanden Contigs 1 und 2 (83,2 und 31,1 kb) ein Wert ca. 175 – 180 kb. Dabei entfielen ca. 
7,3 kb auf die vermutliche Phagen-DNA (siehe Kapitel 4.2.2). Wenn der übrige Teil der SpB-
Insertion tatsächlich aus einer Kombination zweier PAGI-2(C)-ähnlicher Geninseln bestünde, 
müsste zumindest einer dieser Bausteine deutlich kleiner sein als PAGI-2(C), PAGI-3(SG) 
oder das strukturell ähnliche Plasmid pKLC102, die alle eine Größe von 103 – 105 kb 
aufweisen. 
 
4.2.4 Erweiterung des SpB-Contigs 2 
Um den durch pKSCC610 begonnenen SpB-Contig 2 (siehe Kapitel 4.2.2) in die 
physikalische Lücke hinein zu erweitern, wurde per PCR eine neue Sonde generiert, mit der 
die Genombibliothek von P. aeruginosa C durchsucht werden sollte. Amplifiziert wurde ein 
am Ende des pKSCC610-Inserts gelegener Abschnitt von 663 bp (Insert-Position 35620 – 
36282; Primer 610endf u. 610endr).  
Diese Sonde 610end repräsentierte damit einen Abschnitt des zu C105 homologen ORFs am 
Ende des 610-Inserts, zu dem außer in PAGI-2(C) auch noch Homologe in pKLC102 und im 
SpB-Contig 1 der SpB-Insertion selbst bestehen. Bei der Hybridisierung bestand also die 
Gefahr, dass falsch positive Cosmide detektiert würden, deren Inserts nicht im SpB-
Restriktionsfragment, sondern in anderen Regionen des Genoms liegen. Nach den ersten 
Hybridisierungen auf den dot-blot-Membranen der Genombibliothek konnten daher 
detektierte Cosmide wie pKSCC273 (PAGI-2(C)-Region (K. D. Larbig, Dissertation 2001)), 
pKSCC1036 (SpB-Contig 1, siehe Kapitel 4.2.1) oder pKSCC785 (pKLC102, siehe Kapitel 
3.3) gleich wieder aussortiert werden.  
Die übrigen positiv detektierten Cosmide wurden durch EcoRI-HindIII-Doppelverdau näher 
analysiert und die Restriktionsfragmente nach Transfer auf Nylonmembranen erneut mit der 
Sonde 610end hybridisiert. Nach dem Aussortieren weiterer falsch positiver blieben drei  
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Cosmide übrig, pKSCC1078, pKSCC1084 und pKSCC1102, wobei die beiden letzteren ein 
identisches Restriktionsmuster aufwiesen (siehe Abbildung 4.10).  













Abbildung 4.10: Vergleiche der EcoRI-HindIII-Restriktions-
muster von pKSCC-Cosmiden.





Auf der linken Seite sind die errechneten Fragmentgrößen
des Cosmides pKSCC610 angegeben. Durch die Sonde
610end detektierte Fragmente sind mit einem S markiert.
 
In den Restriktionsmustern stimmte (außer den Vektorbanden) kein Fragment  aus 
pKSCC1084/1102 mit einem aus pKSCC1078 überein. Die Inserts dieser Cosmide schienen 
also entweder kaum zu überlappen, oder - was wahrscheinlicher war - eines der Inserts lag 
nicht in der SpB-Region. Für pKSCC1102/1084 konnten keine übereinstimmenden Banden 
mit pKSCC610 identifiziert werden. In pKSCC1078 schien dagegen ein 5,6 kb Fragment aus 
pKSCC610 konserviert zu sein. Da die Sonde bei beiden Cosmiden auf ca. 11,5 kb großen 
Fragmenten hybridisierte (siehe Abbildung 4.10), war eine Überlappung von über 17 kb 
beider Inserts möglich. 
Die genaue Lokalisation der Inserts von pKSCC1078, 1084 und 1102 im Genom von 
Stamm C wurde dann wiederum durch die Sequenzierung der T3- und T7-Insertenden 
bestimmt. 
Die T3- und T7-Endsequenzen der Cosmide pKSCC1084 und 1102 waren identisch mit DNA 
aus der Geninsel PAGI-2(C). Die Positionen unterschieden sich jeweils nur um wenige Basen, 
beide Cosmid-Inserts deckten einen Abschnitt von ORF C71 bis ORF C107 ab. Bei der Hy- 
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bridisierung mit der Sonde 610end waren diese beiden Cosmide also genauso als falsch 
positive detektiert worden wie z. B. pKSCC273. 
Die T7-Endsequenz zeigte keine Übereinstimmung mit den verschiedenen genomischen 
Regionen von Stamm C. Die T3-Endsequenz war aber identisch zum Sequenzabschnitt 28747  
- 29638 aus dem Insert von pKSCC610 (36520 bp). Das Insert von pKSCC1078 lag demnach 
in der SpB-Insertion und setzte die pKSCC610-Sequenz weiter in den Bereich der Lücke 
hinein fort. Die Überlappung der beiden Inserts war mit 7,8 kb auch deutlich kleiner als 
aufgrund des Restriktionsmusters angenommen (s. o.). Bei einer anhand der Fragmente 
abgeschätzten Insertgröße von 36 kb konnte der SpB-Contig 2 somit um vermutlich 28 kb 
erweitert werden. 
 
Die vollständige Sequenzierung ergab für das Insert von pKSCC1078 eine Größe von 
38127 bp. Mit der Sequenz des pKSCC610-Inserts konnte hieraus ein insgesamt 66865 bp 
großer Contig gebildet werden, von dem 61461 innerhalb der SpB-Insertion lagen. 
Innerhalb der neu dazugekommenen 30,3 kb wurden 30 weitere ORFs annotiert (die 
Ergebnisse der Sequenzanalyse sind in Kapitel 4.2.5 genauer beschrieben). Unter diesen 
fanden sich erneut 24 ORFs mit Homologie zur PAGI-2(C). Auch die Reihenfolge dieser 
konservierten Gene entsprach wiederum der in PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) sowie der im 
SpB-Contig 1. Die insgesamt 30 PAGI-2(C)-ähnlichen ORFs im SpB-Contig 2 sind in 
Tabelle X.X aufgeführt. Durch diese Homologien wurde die Hypothese bestärkt, dass in der 
SpB-Insertion eine Kombination aus zwei partiell konservierten Geninseln vorliegt.  
 
 A B A B A B
BL9 C4 BL50 C72 BL40 C101
BL28 C4 BL49 C74 BL39 C102
BL58 C64 BL48 C75 BL38 C103
BL57 C65 BL47 C77 BL37 C104
BL56 C66 BL46 C79 BL35 C105
BL55 C67 BL45 C81 BL34 C106
BL54 C68 BL44 C83 BL33 C107
BL53 C69 BL43 C89 BL31 C108
BL52 C70 BL42 C91 BL30 C109








Tabelle 4.6: Homologe ORFs im SpB-Contig 2 (jeweils Spalten A) und PAGI-2(C) (jeweils Spalten B). 
Die ORFs aus dem Contig 2 sind entsprechend der Annotationstabelle in Kapitel 4.2.5 bezeichnet. 






4.2.5 Sequenzanalyse und Annotation der Contigs 1 und 2 aus der SpB-Insertion 
Die allgemeinen Charakteristika der ermittelten Sequenzabschnitte der SpB-Insertion wurden 
mit denen des PAO1-Genoms und mit denen der Geninsel PAGI-2(C) aus dem selben 
Stamm C verglichen. Die Werte sind in Tabelle 4.7 aufgeführt: 
 







Anzahl der ORFs 
pro 10 kb 
SpB-Insertion in 
Contig 1 
83175 60 % 91 % 76 9,1 
SpB-Insertion in 
Contig 2 
61461 63,4 % 85,5 % 63 10,3 
PAGI-2(C) 104954 64,7 % 90,4 % 113 10,7 
PAO1-Genom 6624403 66,6 % 89,4 % 5570 8,9 
 
Tabelle 4.7: Allgemeine Charakteristika der bekannten Sequenzabschnitte der SpB-Insertion, 
verglichen mit PAGI-2(C) (Larbig et al., 2002) und dem PAO1-Genom (Stover et al., 2000). 
 
Annotiert wurden für die SpB-Insertion 76 ORFs im Contig 1 und 63 ORFs im Contig 2. Die 
DNA-Sequenzen aller einzelnen ORFs und die Sequenzen der beiden SpB-Contigs sind im 
Anhang (Kapitel 12.3) aufgeführt.  
Die Anordnungen der annotierten ORFs innerhalb der Contigs sind in den Abbildungen 4.11 
und 4.12 dargestellt, die jeweiligen Annotationsergebnisse in Tabellen 4.8 und 4.9 
zusammengefasst. Die Nummerierung der ORFs in Contig 2 (BL1, BL2 usw.) wurde nach 
dem Übergang von chromosomaler zu inserierter DNA begonnen. In Contig 1 wurde eine 
separate Nummerierung (BR1, BR2 usw.) durchgeführt. Die Richtungen sind dabei jeweils an 
die der umliegenden PAO1-Sequenz angepasst. Gennamen wurden nur bei sehr hoher 




Nach den 83175 bp des SpB-Contig 1, die zur SpB-Insertion gehörten, wurde ein komplettes 
tRNAGly-Gen (74 bp, Position 83176 – 83249 im gesamten Contig) identifiziert. Dieses stellt 
den vermeintlichen Integrationspunkt dar, an dem die Geninsel - vermutlich nach einem 
Phagen-ähnlichen Mechanismus - in das Chromosom inseriert wurde (siehe Kapitel 3.1). 
Innerhalb der inserierten Sequenz wurden die potentiellen ORFs BR1 – BR76 identifiziert 
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und annotiert. Dabei erschien der ORF BR1 unvollständig, der fehlende N-terminale Bereich 











Funktionsvorhersage bzw. ähnliches 
Genprodukt
BR1 <1 1067 → 355 63,19% Putative Helicase, SNF2-Familie (C-terminaler Teil)
Chlorobium tepidum 
TLS NP_661799 1E-116
BR2 1159 2946 → 595 59,90% Kons. hypothetisches Protein Nostoc sp. PCC 7120 NP_487655 1E-121
BR3 2943 3737 → 264 63,52% Hypothetisches Protein Chlorobium tepidum TLS NP_661800 1E-58
BR4 3749 4132 → 127 61,72% Hypothetisches Protein, ähnlich DNA-Methylase
Chlorobium tepidum 
TLS NP_661801 2E-46
BR5 4087 5748 → 553 50,12% Putative Typ III Restriktionssystem -Methylase
Chlorobium tepidum 
TLS NP_661801 1E-145
BR6 5760 8765 → 1001 58,92% res Typ III Restriktionsendonuclease Chlorobium tepidum TLS * NP_661804 0
BR7 8846 9580 → 244 51,70% terY Putatives Protein aus Tellurit-Resistenz-Cluster HP0428
Helicobacter pylori 
(strain 26695) * NP_207226 3E-20
BR8 9580 9849 → 89 51,85% Hypothetisches Protein Helicobacter pylori J99 NP_222779 6E-05
BR9 9866 11176 → 436 55,61% Hypothetisches Protein, ähnlich putativem Sekretionsprotein
Agrobacterium 
tumefaciens str. C58 NP_354111 3E-06
BR10 11173 11517 → 114 50,43% Hypothetisches Protein
BR11 11510 11740 → 76 47,19% Hypothetisches Protein
BR12 11728 14412 → 894 50,76% Hypothetisches Protein, evtl- ATP-bindend
Helicobacter pylori 
J99 * NP_222783 7E-66
BR13 14409 16172 → 587 49,32% Hypothetisches Protein Helicobacter pylori (strain 26695) NP_207777 4E-16
BR14 16169 16657 → 162 57,46% Hypothetisches Protein
BR15 16654 17370 → 238 57,60% Hypothetisches Protein, ähnlich Protein-Phosphatase 2C (ptc1 )
Helicobacter pylori 
(strain 26695) NP_207229 6E-12
BR16 17363 18712 → 449 58,74% Putative Proteinkinase C, delta-Typ Helicobacter pylori (strain 26695) * NP_207230 8E-35
BR17 18709 22077 → 1122 52,86% Hypothetisches Protein, ähnlich DNA/RNA-Helicasen
Helicobacter pylori 
(strain 26695) NP_207245 4E-51
BR18 22071 24026 → 651 52,45% Hypothetisches Protein
BR19 24911 26656 → 581 52,00% Hypothetisches Protein HP0452 Helicobacter pylori (strain 26695) * NP_207250 1E-76
BR20 26653 29997 → 1114 47,83% Hypothetisches Protein HP0453 Helicobacter pylori (strain 26695) NP_207251 9E-22
BR21 30023 31957 ← 644 61,81% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92900 0
BR22 32191 32508 → 105 62,58% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21* CAE92901 2E-38
BR23 32508 32966 → 152 59,04% Kons. hypothetisches Protein Nitrosomonas europaea * NP_840379 1E-73
BR24 32994 33359 → 121 62,57% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92903 8E-28
BR25 33371 34891 ← 506 63,51% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92904 0
BR26 34907 35278 ← 123 69,89% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92905 2E-24
BR27 35341 36759 ← 472 66,60% Kons. hypothetisches Protein C42 Pseudomonas aeruginoa C AAN62135 0
BR28 36704 37651 ← 315 65,93% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92907 1E-175
BR29 37648 38094 → 148 62,64% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92908 1E-53
BR30 38259 38753 ← 164 58,79% radC Putatives DNA-Reparaturprotein C45 Pseudomonas aeruginoa C* AAN62140 4E-68
BR31 38947 39711 ← 254 66,27% Kons. hypothetisches Protein C46, putative Protein-Disulfid-Isomerase
Pseudomonas 
aeruginoa C AAN62139 4E-89
BR32 39727 42636 ← 969 65,36% Kons. hypothetisches Protein
Xanthomonas 
axonopodis pv. citri 
strain 306
NP_642591 0
BR33 42636 43085 ← 149 65,11% Kons. hypothetisches Protein Burkholderia fungorum ZP_00030768 2E-57
BR34 43066 44475 ← 469 65,82% Kons. hypothetisches Protein Burkholderia fungorum ZP_00030769 0
BR35 44465 45394 ← 309 67,63% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92914 1E-124
BR36 45391 46083 ← 230 65,95% Kons. hypothetisches Protein Burkholderia fungorum ZP_00030771 1E-118
BR37 46080 46490 ← 136 67,15% Kons. hypothetisches Protein Burkholderia fungorum ZP_00030772 4E-60
Tabelle 4.8: Annotationsergenbisse der ORFs im SpB-Contig 1
Koordinaten   
links     rechts
             bestes blast-Ergebnis                












Funktionsvorhersage bzw. ähnliches 
Genprodukt
BR38 46504 46863 ← 119 63,33% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21* CAE92917 6E-51
BR39 46880 47113 ← 77 64,96% Kons. hypothetisches Protein C54 Pseudomonas aeruginoa C AAN62148 8E-26
BR40 47110 47493 ← 127 67,45% Kons. hypothetisches Protein C55 Pseudomonas aeruginoa C AAN62149 2E-42
BR41 47619 48107 ← 162 53,78% Hypothetisches Protein
BR42 48095 49090 → 331 54,72% Hypothetisches Protein Methanosarcina acetivorans strain * NP_618330 2E-63





BR44 50160 50666 → 168 54,24% Hypothetisches Protein Psychrobacter sp. 273-4* ZP_00204003 3E-25
BR45 50663 52540 → 625 54,95% Hypothetisches Protein Psychrobacter sp. 273-4* ZP_00204004 2E-27
BR46 52632 53381 ← 249 62,93% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92921 1E-115
BR47 53378 55561 ← 727 65,06% Kons. hypothetisches Protein C65 Pseudomonas aeruginoa C AAN62159 0
BR48 55566 56114 ← 182 70,67% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92923 2E-60
BR49 56111 56716 ← 201 68,48% Kons. hypothetisches Protein, ähnlich lytischer Murein-Transglycosylase
Pseudomonas putida 
RR21 CAE92924 3E-81
BR50 56698 57435 ← 245 69,11% Kons. hypothetisches Protein C68 Pseudomonas aeruginoa C AAN62162 1E-110
BR51 57450 58091 ← 213 66,82% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92926 4E-68
BR52 58088 58666 ← 192 66,49% Kons. hypothetisches Protein, ähnlich pilL
Pseudomonas putida 
RR21 CAE92927 1E-68
BR53 58900 61179 ← 759 64,12%




aeruginosa C AAN62165 0





BR55 61728 62849 ← 373 63,81% Kons. hypothetisches Protein C74 Pseudomonas aeruginoa C AAN62168 0
BR56 62914 63564 ← 216 65,44% Kons. hypothetisches Protein Burkholderia fungorum ZP_00030786 1E-111
BR57 63647 64048 ← 133 63,18% Kons. hypothetisches Protein C77 Pseudomonas aeruginoa C AAN62171 2E-57
BR58 64143 64841 ← 232 63,09% Kons. hypothetisches Protein C79 Pseudomonas aeruginoa C AAN62173 1E-97
BR59 64896 65810 ← 304 64,48% Kons. hypothetisches Protein C81 Pseudomonas aeruginoa C AAN62175 1E-141
BR60 66187 66999 ← 270 63,71% Kons. hypothetisches Protein Burkholderia fungorum ZP_00030794 1E-133
BR61 67279 67557 ← 92 60,22% Kons. hypothetisches Protein C90 Pseudomonas aeruginoa C AAN62183 4E-33
BR62 67652 68389 ← 245 61,52% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92941 1E-125
BR63 68602 68994 ← 130 62,09% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida RR21 CAE92943 2E-65
BR64 69016 69228 ← 70 62,44% Kons. hypothetisches Protein XF1772 Xylella fastidiosa 9a5c NP_299061 2E-29
BR65 69558 69803 ← 81 58,54% Kons. hypothetisches Protein Burkholderia fungorum ZP_00030800 2E-27
BR66 70327 72339 ← 670 65,38% topB Putative DNA-Topoisomerase Pseudomonas putida RR21 CAE92947 0
BR67 72615 73058 ← 147 65,09% ssb Putatives DNA-Einzelstrang-bindendes Protein XF1778 Xylella fastidiosa 9a5c NP_299066 2E-66
BR68 73132 73659 ← 175 61,93% Kons. hypothetisches Protein, putativer Integrase-Regulator R Pseudomonas sp. B13 CAD60671 8e-78
BR69 73656 74456 ← 266 65,04% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas sp. B13 CAD60670 1E-116
BR70 74774 76018 ← 414 62,25% Putatives DNA-Einzelstrang-bindendes Protein XF1781 Xylella fastidiosa 9a5c NP_299069 1E-159
BR71 76022 76582 ← 186 61,50% Putatives DNA-Einzelstrang-bindendes Protein XF1782 Xylella fastidiosa 9a5c NP_299070 8E-91
BR72 76598 78226 ← 542 65,56% Kons. hypothetisches Protein, ähnlich ParB-Nuklease
Burkholderia 
fungorum ZP_00027719 0
BR73 78451 79326 ← 291 65,53% soj Protein zur Chromosomenaufteilung XF1785 Xylella fastidiosa 9a5c NP_299073 1E-129
BR74 79369 79581 ← 70 59,62% Hypothetisches Protein, Phagen-ähnlich Xylella fastidiosa 9a5c NP_299074 1E-26
BR75 79700 80455 ← 251 62,30% Kons. hypothetisches Protein XF1787 Xylella fastidiosa 9a5c NP_299075 1E-123
BR76 81007 82935 ← 642 61,02% int Phagen-ähnliche Integrase Azoarcus sp. EbN1 CAD58332 0
Koordinaten   
links     rechts
             bestes blast-Ergebnis                



































Von den 76 ORFs wiesen 49 Homologien zu putativen Genen aus der Geninsel PAGI-2(C) 
auf. Für viele dieser 49 ORFs existierten auch weitere Homologe in anderen bakteriellen 
Spezies und definierten Geninseln, z. B. in PAGI-3(SG) und dem Plasmid pKLC102 aus 
P. aeruginosa, in Burkholderia fungorum LB400, in Xylella fastidiosa 9a5c oder in P. putida 
RR21. Zusätzlich waren noch zwei weitere ORFs (BR22 u. BR23) u. a. in PAGI-3(SG) 
konserviert, nicht aber in PAGI-2(C). Die Datenbankeinträge mit der jeweils größten 
Ähnlichkeit waren zumeist putative Gene aus der PAGI-2(C)-Geninsel oder aus P. putida 
ings ist dieser ORF innerhalb der beiden Geninseln in verschiedenen 
urde nur ein C45-homloges, 
ige 
 bei 
ilen Elementen identifiziert (Haug et al., 2003; siehe 
auch Plasmid pKLC102, Kapitel 3.3.2). 
RR21, stammten zum Teil aber auch aus anderen Organismen (siehe Tabelle 4.8). 
Die konservierten ORFs lagen dabei als nahezu durchgängige Reihe vor (BR21 – BR76), die 
lediglich von den spezifischen ORFs BR41 – BR46 unterbrochen wurde (siehe Abbildung 
4.11). In PAGI-2(C) sind die konservierten ORFs häufiger durch kleine spezifische DNA-
Abschnitte, z. T. einzelne ORFs, voneinander getrennt (siehe Einleitung, Kapitel 1.3 und 
Abbildung 4.13, Kapitel 4.2.6). Die Reihenfolge der konservierten ORFs war in PAGI-2(C), 
PAGI-3(SG) und dem SpB-Contig 1 bis auf zwei Ausnahmen identisch. Das Phagen-ähnliche 
Integrase-Gen (BR76) wurde zwar in SpB wie in den beiden anderen Geninseln auch neben 
dem tRNAGly-Gen identifiziert, lag im Verhältnis zu PAGI-2(C) und –3(SG) in SpB aber auf 
der anderen Seite des konservierten DNA-Blocks (hinter dem C110-Homologen BR75, siehe 
Abbildung 4.11). Außerdem fehlte im SpB-Contig 1 ein ORF mit Homologie zum ORF C4, 
einem putativen Transkriptionsregulator, der sowohl in PAGI-2(C) als auch in PAGI-3(SG) 
konserviert ist. Allerd
Regionen lokalisiert.  
Innerhalb der konservierten Bereiche fielen noch die ORFs BR30 und BR31 auf, die 
Homologe zu den ORFs C45 und C46 darstellten. Diese ORFs waren in den anderen 
Beispielen nie gemeinsam konserviert gewesen, in PAGI-3(SG) w
im Plasmid pKLC102 nur ein C46-homologes Gen identifiziert. 
Die Genprodukte der meisten konservierten ORFs wurden, wie in den anderen Beispielen 
auch, im SpB-Contig 1 als konservierte hypothetische Proteine beschrieben. Nur für wen
ergaben die Datenbankvergleiche funktionelle Hinweise. Identifiziert wurden neben der 
Phagen-ähnlichen Integrase (BR76) eine putative DNA-Topoisomerase (BR66), ein DNA-
Einzelstrang-bindendes Protein Ssb (BR67), sowie ein Soj-(ParA)-Protein (BR73) und ein 
putatives ParB-Protein (BR72). ParA- und ParB- Proteine sind an der DNA-Aufteilung
der Zellteilung von Bakterien beteiligt (Quisel u. Grossman, 2000; Figge et al., 2003). 
Entsprechende Gene wurden auch in mob
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Abbildung 4.11: Annotation der SpB-Insertion, SpB-Contig 1. 
Die Zählung beginnt am Anfang des Contigs. Die Richtung wurde in Kolinearität mit der PAO1-
Genomsequenz festgelegt. Die annotierten ORFs und ihre Transkriptionsrichtung sind durch
Pfeile gekennzeichnet und tragen die Bezeichnungen, die in der Tabelle 4.8 aufgeführt sind.
Unter den Bezeichnungen sind die vergebenen Gennamen und eventuelle homologe ORFs in
der Geninsel PAGI-2(C) aufgeführt. ORFs mit Homologen in PAGI-2(C) sind durch graue Pfeile
dargestellt. Die gestreiften Pfeile kennzeichnen die beiden ORFs, die Homologe in PAGI-3(SG)
aufweisen (homologe ORFs angegeben), aber keinen entsprechenden ORF in PAGI-2(C). Das
Ende des dargestellten Bereichs stimmt mit dem Ende der Geninsel überein. Das nachfolgende
tRNAGly-Gen, das den Übergang (ehem. attB) zwischen Insel und PAO1-identischer Sequenz




Wie für PAGI-2(C) (Larbig et al., 2002) könnten die Genprodukte der ORFs in den 
konservierten Abschnitten eine Rolle spielen bei der strukturellen Organisation der inserierten 
DNA und bei der Integration ins Genom nach Phagen-ähnlichem Mechanismus, vielleicht 
 127
auch bei der Mobilisierung der Geninsel aus dem Chromosom. Weiterhin wurden unter den 
konservierten ORFs ein für ein RadC-artiges Protein (DNA-Reparatur-Protein) kodierendes 
Gen identifiziert (BR30), ein pilL-ähnlicher ORF (BR52) und ein putatives Helicase-Gen 
(BR53). Das Genprodukt von ORF B31 wies Ähnlichkeiten zu einer putativen Protein-
Disulfid-Isomerase auf. 
Die 25 spezifischen ORFs im SpB-Contig 1 waren auf zwei Regionen verteilt. Die ORFs 
BR41 – BR45 waren inmitten der konservierten ORFs lokalisiert, der andere Block mit den 
ORFs BR1 – BR20 lag am Rand des Contigs. Konkrete phänotypische Hinweise für die 
spezifischen DNA-Abschnitte konnten aus der Annotation nicht abgeleitet werden. 
Für B41 – B45 ergaben Datenbankvergleiche nur Ähnlichkeiten mit anderen hypothetischen 
ORFs, aber keine funktionellen Hinweise (siehe Tabelle 4.8). Innerhalb des Bereichs von BR1 
– BR20 wurden zwei putative Helicase-Gene (BR1 und BR17) und zwei putative 
Proteinkinasen bzw. -phosphatasen (BR15 und BR16) annotiert. BR7 wies Ähnlichkeit zu 
einem Gen terY aus einem Tellurit-Resistenz-Gencluster aus Helicobacter pylori 26695 auf. 
In diesem Organismus folgen nach dem terY-Gen zwei weitere ORFs und dann Homologe zu 
den vermeintlichen Proteinkinase-Genen BR15 und BR16. ORF BR6 schien für eine 
vermeintliche Typ III Restriktionsendonuklease zu kodieren. Die ORFs BR4 und BR5 wiesen 
beide Ähnlichkeiten zu verschiedenen Abschnitten der gleichen DNA-Methylase (aus einem 
Restriktionssystem) auf (siehe GenBank-Nr. der ähnlichen Datenbankeinträge in Tabelle 4.8). 
BR4 und BR5 könnten somit (inaktive) Fragmente des größeren homologen Proteins (aus 
Chlorobium tepidum TLS) sein, eventuell entstanden durch eine Mutation, die den 
Leserahmen verschoben hat. Möglich ist aber auch, dass diese Leserahmenverschiebung nur 
in silico aufgrund eines Sequenzierungsfehlers festgestellt wurde und im bakteriellen Genom 
selbst gar nicht auftritt. 
Innerhalb der spezifischen ORFs BR1 – BR20 ließen sich zwei größere Gruppen definieren: 
Für BR1 und BR3 – BR6 existierten homologe Abschnitte im Genom von Chlorobium 
tepidum TLS; BR7, BR8, BR12, BR13, BR15 – BR17 sowie BR19 und BR20 wiesen 
Ähnlichkeiten zu Helicobacter pylori Genen auf (siehe Tabelle 4.8). Solche blockweise 
auftretenden Homologien könnten Hinweise auf die Herkunft der Bausteine der SpB-Insertion 
geben (DNA aus diesen Organismen übernommen? oder ähnliche DNA-Quelle von beiden 
Organismen genutzt?). Außerdem zeigt dieses Beispiel erneut, dass die spezifischen Bereiche 
von Geninseln modulartig aus Genclustern zusammengesetzt sein können, die aus 
verschiedenen DNA-Quellen akquiriert wurden (Vergleiche Kapitel 1.1). Vor allem im 
Vergleich mit Helicobacter aber entsprechen die ähnlichen ORFs im SpB-Contig 1 nicht 
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einem geschlossenen Abschnitt aus dem H. pylori-Genom, sondern ähneln vereinzelten 
konservierten Fragmenten eines größeren Abschnitts. 
SpB-Contig 2: 
Innerhalb der 66865 bp des SpB-Contigs 2 stellten die ersten 5404 bp PAO1-konservierte 
DNA dar (siehe Kapitel 4.2.2), die übrigen 61461 bp gehörten zur SpB-Insertion in 
P. aeruginosa C. Die ersten 27 bp der Insertion entsprechen den 27 bp vom 3’-Ende des im 
Contig 1 identifizierten tRNAGly-Gens und bilden vermutlich die (ehem.) attP-Sequenz des 
inserierten DNA-Elements. In der nachfolgenden Sequenz wurden insgesamt 63 potentielle 
ORFs (BL1 – BL63) identifiziert und annotiert, wobei die im Contig liegende Sequenz von 












Funktionsvorhersage bzw. ähnliches 
Genprodukt
BL1 2064 2258 ← 64 57,95% hypothetisches Protein
BL2 2422 2637 → 71 62,04% hypothetisches Protein
BL3 2634 2855 → 73 61,26% Hypothetisches Protein Pf1p10 P. aeruginosa Phage Pf1 NP_039609 2E-07
BL4 2848 3237 → 129 65,38% hypothetisches Protein
BL5 3612 3722 → 36 62,16% hypothetisches Protein
BL6 3867 5159 → 430 58,86% hypothetisches Protein Pf1p08, ORF PA0727 in P. aeruginosa PAO1
P. aeruginosa Phage 
Pf1 NP_249418 0
BL7 5159 6145 → 328 58,16% Putative Bacteriophagen-Integrase, ORF PA0728 in P. aeruginosa PAO1
P. aeruginosa Phage 
Pf1 NP_249419 1E-169
BL8 6171 7241 → 356 47,34% hypothetisches Protein
BL9 7529 8476 ← 315 64,35% Putativer Transkriptionsregulator (ähnlich bphR )
Azotobacter 
vinelandii * ZP_00091409 3E-74
BL10 8670 9821 ← 383 65,28% degQ Trypsin-ähnliche, periplasmatische Serin-Protease
Desulfovibrio 
desulfuricans G20 ZP_00128771 0
BL11 9846 10811 ← 321 68,22% htpX Zn-abhängige Protease mit Chaperon-Funktion
Methylobacillus 
flagellatus KT ZP_00173839 1E-100
BL12 10789 11286 ← 165 59,84% Putatives Membranprotein Desulfovibrio desulfuricans G20 * ZP_00128772 7E-46
BL13 11283 12998 ← 571 65,56% kefB Putativer K+-Transporter (Kef -Typ), Membran-Komponente
Yersinia 
enterocolitica CAE46782 1E-81
BL14 13002 13442 ← 146 65,08% Thiol-Disulfid-Isomerase Methylobacillus flagellatus KT ZP_00173837 2E-69
BL15 13431 14597 ← 388 55,27% Hypothetisches Protein Mflag020124 Methylobacillus flagellatus KT ZP_00173836 1E-169
BL16 14657 15268 ← 203 54,58% Kons. hypothetisches Protein Methylobacillus flagellatus KT ZP_00173835 1E-81
BL17 15365 16252 ← 295 58,90% Hypothetisches Protein Mflag020122 Methylobacillus flagellatus KT ZP_00173834 1E-114
BL18 16355 17269 ← 304 59,13% Hypothetisches Protein Mflag020121 Methylobacillus flagellatus KT ZP_00173833 8E-95





BL20 17838 19655 ← 605 65,35% hflB ATP-abhängige Zn-Protease Methylobacillus flagellatus KT ZP_00173830 0
BL21 19683 21113 ← 476 66,88% Phosphatidylserin-Synthase-ähnliches Enzym
Methylobacillus 
flagellatus KT ZP_00201887 0
Tabelle 4.9: Annotationsergebnisse der ORFs im SpB-Contig 2
Koordinaten   
links     rechts
             bestes blast-Ergebnis                














Funktionsvorhersage bzw. ähnliches 
Genprodukt
BL22 21130 23898 ← 922 65,47% clpA ATPase mit Chaperon-Funktion Desulfovibrio desulfuricans G20 ZP_00128776 0
BL23 24073 24681 ← 202 60,10% ibpA Chaperon, ähnlich Hsp20-Typ Desulfovibrio desulfuricans G20 ZP_00128777 1E-106
BL24 24678 24959 ← 93 58,87% Putativer Transkriptiosregulator Methylobacillus flagellatus KT ZP_00201885 6E-35
BL25 25244 25621 → 125 67,99% Hypothetisches Protein, wie Teil einer Transposase
Klebsiella 
pneumoniae CAA09339 8E-24
BL26 25735 25911 ← 58 68,36% Hypothetisches Protein, wie Teil einer Transposase
Pseudomonas 
aeruginosa PA14 AAP84184 8E-19
BL27 25954 26106 ← 50 64,71% Hypothetisches Protein, wie Teil einer Transposase
Burkholderia 
fungorum ZP_00034074 4E-05
BL28 26228 27136 → 302 64,36% Putativer Transkriptionsregulator (ähnlich bphR )
Azotobacter 
vinelandii ZP_00091409 1E-80
BL29 27676 28434 → 252 66,80% Kons. hypothetisches Protein XF1787 Xylella fastidiosa 9a5c NP_299075 5E-55
BL30 28576 28794 → 72 67,12% Hypothetisches Protein, Phagen-ähnlich
Pseudomonas 
aeruginosa AAN62325 1E-20
BL31 28835 29701 → 288 70,36% soj Protein zur Chromosomenaufteilung XF1785
Xylella fastidiosa 
9a5c NP_299073 1E-114
BL32 29685 29921 → 78 70,04% Hypothetisches Protein Ralstonia metallidurans CH34 ZP_00025200 4E-19
BL33 29908 31557 → 549 69,45% Kons. hypothetisches Protein, ähnlich ParB -Nuklease
Burkholderia 
fungorum ZP_00027719 1E-180
BL34 31575 32135 → 186 65,95% Kons. hypothetisches Protein C106 Pseudomonas aeruginosa C AAN62199 1E-76
BL35 32139 33332 → 397 67,59% Kons. hypothetisches Protein C105 Pseudomonas aeruginosa C AAN62198 1E-127
BL36 33463 34323 → 286 63,76% Hypothetisches Protein
Pseudomonas 
syringae pv. tomato 
DC3000
NP_789869 1E-65
BL37 34512 35300 → 262 68,06% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas species B13 CAD60670 1E-101
BL38 35297 35845 → 182 65,57% Kons. hypothetisches Protein SG98 Pseudomonas aeruginosa SG17M AAN62319 4E-55
BL39 35842 36225 → 127 65,89% ssb Putatives DNA-Einzelstrang-bindendes Protein SG97
Pseudomonas 
aeruginosa SG17M AAN62318 9E-57
BL40 36520 38535 → 671 67,81% topB Putative DNA-Topoisomerase Burkholderia fungorum ZP_00027725 0
BL41 39579 39971 → 130 64,63% Kons. hypothetisches Protein Burkholderia fungorum ZP_00030798 1E-51
BL42 40222 40938 → 238 66,67% Kons. hypothetisches Protein SG91 Pseudomonas aeruginosa SG17M AAN62312 4E-81
BL43 41229 42026 → 265 65,79% Kons. hypothetisches Protein SG90 Pseudomonas aeruginosa SG17M AAN62311 1E-112
BL44 42092 42457 → 121 65,30% Kons. hypothetisches Protein XF1764 Xylella fastidiosa 9a5c NP_299053 8E-49
BL45 42801 43352 → 183 64,86% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas aeruginosa PA14 AAP_84199 4E-38
BL46 43408 44019 → 203 66,34% Kons. hypothetisches Protein XF1760 Xylella fastidiosa 9a5c NP_299049 3E-52
BL47 44109 44474 → 121 66,39% Kons. hypothetisches Protein C77 Pseudomonas aeruginosa C AAN62171 6E-33
BL48 44616 45209 → 197 66,16% Kons. hypothetisches Protein C75 Pseudomonas aeruginosa C AAN62169 2E-83
BL49 45275 46384 → 369 66,49% Kons. hypothetisches Protein Burkholderia fungorum ZP_00030785 1E-180
BL50 46486 46791 → 101 65,03% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas aeruginosa PA14 AAP_84189 1E-19
BL51 46891 49176 → 761 64,61% Kons. hypothetisches Protein C71, ähnlich Helicase C
Pseudomonas 
aeruginosa C AAN62165 0
BL52 49374 49943 → 189 71,75% Kons. hypothetisches Protein C70, ähnlich pilL
Pseudomonas 
aeruginosa C AAN62164 2E-30
BL53 49940 50587 → 215 70,37% Kons. hypothetisches Protein C69 Pseudomonas aeruginosa C AAN62163 1E-26
BL54 50596 51393 → 265 73,06% Kons. hypothetisches Protein C68 Pseudomonas aeruginosa C AAN62162 2E-72
BL55 51378 51998 → 206 72,79% Kons. hypothetisches Protein SG70 Pseudomonas aeruginosa SG17M AAN62292 1E-57
BL56 51995 52528 → 177 73,03% Kons. hypothetisches Protein SG69 Pseudomonas aeruginosa SG17M AAN62291 1E-39
BL57 52537 54693 → 718 67,27%




Plasmid pWWO NP_542873 0
BL58 54690 55439 → 249 67,20% Kons. hypothetisches Protein Pseudomonas putida Plasmid pWWO NP_542872 1E-112
BL59 55494 57257 ← 587 58,90% Kons. hypothetisches Protein, ähnlich Chaperon HptG
Neisseria meningitidis 
Z2491 NP_283255 7E-12
BL60 57293 60028 ← 911 63,16% Kons. hypothetisches Protein Nitrosomonas europaea NP_842303 0
BL61 60028 60672 ← 214 61,55% Hypothetisches Protein Nitrosomonas europaea NP_842306 9E-86
BL62 60672 60917 ← 81 50,81% Hypothetisches Protein
BL63 61248 >61461 ← >70 45,79% Hypothetisches Protein, ähnlich Adenin-spezifischer DNA-Methylase 
Nitrosomonas 
europaea NP_842306 1E-16
Koordinaten   
links     rechts
             bestes blast-Ergebnis                
Organismus      Genebank-Nr. E-Wert
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Zwischen den ORFs BL8 und BL9 wurde eine weitere Sequenz identifiziert, die dem 3’-Ende 
des tRNAGly-Gens entspricht. Diese zweite putative att-Sequenz umfasst 18 bp (Position 7343 
– 7360 innerhalb der Insertion, 12747 – 12764 im Gesamtcontig). 
Von den zwischen beiden att-Sequenzen lokalisierten ORFs BL1 – BL8 wiesen BL3, BL6 
und BL7 Homologien zu Genen aus dem P. aeruginosa Phagen Pf1 auf, wobei BL7 eine 
putative Phagen-Integrase codiert (siehe Tabelle 4.9). Die Sequenz von der ersten bis zur 
zweiten vermeintlichen att-Sequenz wurde daher als Phagen-DNA annotiert, die vermutlich 
separat in diese Genomregion integriert ist und aufgrund der Verwendung einer ähnlichen att-
Sequenz direkt neben der „eigentlichen“ SpB-Insertion im Genom lokalisiert ist. 
0 10862 124 14 16 18 20 kb
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Abbildung 4.12: Annotation der SpB-Insertion, SpB-Contig 2. 
Die Zählung beginnt mit der attP1-Sequenz, die die Geninsel zur flankierenden PAO1-
identischen Sequenz hin abgrenzt. Die Richtung wurde in Kolinearität mit der PAO1
Genomsequenz festgelegt. Die annotierten ORFs und ihre Transkriptionsrichtung sind durch
Pfeile gekennzeichnet und tragen die Bezeichnungen, die in der Tabelle 4.9 aufgeführt sind.
Unter den Bezeichnungen sind die vergebenen Gennamen und eventuelle homologe ORFs in
PAGI-2(C) aufgeführt. ORFs mit Homologen in PAGI-2(C) sind durch graue Pfeile dargestellt.
Die beiden identifizierten potentiellen (ehem.) attP-Stellen sind durch Kästchen angezeigt. Der
Bereich der vermutlich separat integrierten Phagen-DNA ist durch einen Doppelpfeil markiert.




Wie schon in Kapitel 4.2.2 beschrieben, wurden wie im SpB-Contig 1 auch in Contig 2 
konservierte ORFs mit Homologien zu PAGI-2(C)-ORFs identifiziert. Homologe zu diesen 
ORFs existierten in denselben weiteren Geninseln und Spezies wie für die konservierten BR-
ORFs aus dem Contig 1 (s. o.). 
Insgesamt wurden 30 solcher konservierten ORFs im Contig 2 detektiert (ORFs BL9, BL28 – 
BL31, BL33 – BL35 sowie BL37 – BL58). Dabei wurde der ORF BL9 direkt neben der 
vermeintlichen Phagen-DNA lokalisiert, die übrigen waren blockartig nebeneinander 
angeordnet. Dieser konservierte Abschnitt wurde nur von den spezifischen ORFs BL32 und 
BL36 unterbrochen. Die größten Ähnlichkeiten zu den einzelnen konservierten ORFs wiesen 
oft die entsprechenden Homologen aus den Geninseln PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) auf, 
vereinzelt aber auch Homologe aus anderen Spezies. 
Zu den 30 konservierten ORFs existierte bis auf wenige Ausnahmen auch jeweils ein 
ähnlicher ORF im SpB-Contig 1. Die Anordnung der ORFs untereinander stimmte überein, 
bei Ausrichtung der Contigs nach der umgebenden PAO1-DNA erscheint die Reihenfolge in 
Contig 2 jedoch invertiert (siehe Abbildung 4.12). Identifiziert wurden in Contig 2 gleich 
zwei Homologe zum PAGI-2(C)-ORF C4 (BL9 u. BL28). Da ein solcher ORF im Contig 1 
fehlte, könnte einer der beiden C4-Homologe dem „Set“ konservierter ORFs aus dem 
Contig 1 zugeordnet werden. Die ungewöhnliche Lokalisation könnte dabei durch die in der 
Insertion vorliegende Kombination zweier solcher „Sets“ verursacht worden sein. 
In Contig 2 wurden bisher keine Homologen zu den PAGI-2(C)-ORFs C1 (Integrase-Gen), 
C36, C40 – C44, C45 oder C46 sowie C47 – C55 detektiert, die in den allen vergleichbaren 
konservierten Geninseln und auch im SpB-Contig 1 vorhanden waren. Solche ORFs wurden 
in der verbliebenen Sequenzlücke der SpB-Insertion vermutet und könnten eventuell 
identifiziert werden, wenn der Contig 2 in diese Lücke hinein verlängert würde. 
Für die 30 konservierten ORFs konnten gleiche DNA-organisierende Funktionen wie für die 
entsprechenden Abschnitte im Contig 1 vorausgesetzt werden (s. o.), da prinzipiell ähnliche 
Genprodukte identifiziert wurden. So konnten neben vielen konservierten hypothetischen 
Genprodukten auch wiederum eine DNA-Topoisomerase (BL40), ein Ssb-Protein (BL39), ein 
Soj-Protein (BL31) und ein putatives ParB-Protein (BL33) annotiert werden.  
Der spezifische Teil der inserierten DNA im SpB-Contig 1 umfasste 25 ORFs, die Blöcke 
BL10 – BL27, B59 – B63 (am Ende des Contigs), sowie die von den konservierten 
Abschnitten umgebenen ORFs BL32 und BL36. Dabei wiesen innerhalb des Blocks BL10 – 
BL27 die meisten Genprodukte Ähnlichkeiten zu (z. T. putativen) Proteinen aus 
Desulfovibrio desulfuricans G20 oder Methylobacillus flagellatus KT auf. Die ORFs BL14 – 
BL20 schienen in Methylobacillus in unveränderter Anordnung konserviert zu sein (siehe 
 132
Tabelle 4.9), was auf die gleiche Funktion der Genprodukte aus diesem Abschnitt für diesen 
Organismus und für P. aeruginosa C hindeutet. 
Auffallend waren die vielen Chaperon-Gene unter den spezifischen ORFs im SpB-Contig 2. 
BL11 (htpX), BL19 (ibpA), BL22  clpA), BL23 (ibpA) und BL59 (hptG) wurden als putative 
Chaperon-kodierende Gene annotiert. Außerdem wurden mit BL10 (degQ) und BL20 (hflB) 
noch zwei putative Protease-Gene und mit BL14 ein Thiol-Disulfid-Isomerase-Gen 
identifiziert. Insgesamt lagen damit in den spezifischen Bereichen acht Gene vor, deren 
Genprodukte Proteinstrukturen modifizieren können (davon sieben ORFs in Block BL10 – 
BL27). Möglich wäre, dass das Wirtsgenom diese kodierten Funktionen nutzen kann, um sich 
an Bedingungen zu adaptieren, die Strukturänderungen von Proteinen erfordern, oder unter 
denen die Strukturänderung von bestimmten Proteinen blockiert werden muss (Chaperone). 
Funktionelle Hinweise ergab die Annotation noch für das Genprodukt des ORFs BL13, das 
Ähnlichkeiten zur Membrankomponente KefB eines Kalium-Transporters (Kef-Typ) aufwies. 
Ansonsten lieferte die Annotation nur wenige Anhaltspunkte für die Genprodukte der 
spezifischen ORFs. So wurde BL24 als mögliches Transkriptionsregulator-Gen annotiert, 
BL21 zeigte Ähnlichkeiten zu Phosphatidylserin-Synthase-Genen, und BL63 könnte ein 
methylierendes Protein kodieren. Auffällig waren zudem die ORFs BL25 – BL27, die alle 
Teilen von verschiedenen Transposase-Genen ähnelten. Dass diese drei Fragmente die 
Überreste eines ehemals funktionellen Transposase-Gens darstellen, kann nicht 
ausgeschlossen werden; allerdings sind die durch die Datenbankvergleiche angezeigten 
ähnlichen Transposase-Gene alle größer als der Sequenzabschnitt von BL25 – BL27. 
4.2.6 Vergleich der beiden PAGI-2(C)-homologen Bereiche in der SpB-Insertion 
Wie schon in den Beschreibungen der beiden SpB-Contigs 1 und 2 ausgeführt, finden sich in 
zwei Regionen der SpB-Insertionen ähnliche ORFs wie in der Geninsel PAGI-2(C).  
Im SpB-Contig 1 wurden 49 konservierte ORFs identifiziert. Dieses „Set“ konservierter ORFs 
war bis auf wenige Ausnahmen identisch mit den 47 ORFs, die zwischen den Geninseln 
PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) konserviert waren (siehe Kapitel 4.2.1 und 4.2.5), auch die 
Anordnung innerhalb der Geninseln war in allen drei Fällen sehr ähnlich. Die Geninseln 
besaßen damit eine vergleichbare Struktur; die kaum variierenden „Sets“ konservierter ORFs 
wurden als typische Bausteine der offensichtlich verwandten Geninseln angesehen, von den 
der größte Teil auch im Plasmid pKLC102 auftrat (siehe Kapitel 3.3.2). 
Beim Vergleich der konservierten ORFs aus dem SpB-Contig 1 mit PAGI-2(C) und PAGI-
3(SG) fiel zunächst auf, dass in SpB die Blöcke konservierter ORFs seltener durch spezifische 
ORFs unterbrochen wurden. Der Grad der Konservierung schien zwischen SpB-Contig 1 und 
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PAGI-2(C) etwas höher zu liegen als zwischen PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) (etwas höhere 
Anzahl konservierter ORFs, höhere Konservierung der Aminosäuresequenzen,), obwohl auch 
zwischen PAGI-3(SG) und SpB-Contig 1 zwei ORFs konserviert waren, die keine 
Homologen in PAGI-2(C) aufwiesen (ORFs BR22 – SG44, BR23 – SG45). 
Die in den drei Geninseln identifizierten Homologen ORFs sind in Tabelle 4.10 aufgelistet. 
Auffallend war im SpB-Contig 1 die Position des Phagen-ähnlichen Integrase-Gens im 
Vergleich zu den übrigen konservierten ORFs, das nach dem letzen konservierten DNA-
Block (Homologe zu ORFs C101 – C110) folgte, während das Integrase-Gen in PAGI-2(C) 
und -3(SG) auf der anderen Seite der Geninsel weit entfernt vom betreffenden DNA-Block 
lokalisiert war. Außerdem fehlte im SpB-Contig 1 ein Homologes zum ORF C4 (ein putatives 
Regulatorgen). Dieser ORF war im vorderen Teil von PAGI-2(C) neben dem Integrase-Gen 
der einzige konservierte ORF, in PAGI-3(SG) war das Homologe dagegen hinter den letzten 
konservierten DNA-Blöcken am Ende der Geninsel zu finden (ORF SG105). Die Position 
dieses ORFs war demnach variabel und konnte sich auch außerhalb des SpB-Contigs 1 in der 
Insertion befinden.  
 A B C A B C A B C
C1 BR76 C53 BR38 C83 BL44
C4 BL9, BL28 C54 BR39 C89 BR60 BL43
C36 BR21 C55 BR40 C90 BR61
C39 BR24 C64 BR46 BL58 C91 BR62 BL42
C40 BR25 C65 BR47 BL57 C93 BR63 BL41
C41 BR26 C66 BR48 BL56 C94 BR64
C42 BR27 C67 BR49 BL55 C95 BR65
C43 BR28 C68 BR50 BL54 C101 BR66 BL40
C44 BR29 C69 BR51 BL53 C102 BR67 BL39
C45 BR30 C70 BR52 BL52 C103 BR68 BL38
C46 BR31 C71 BR53 BL51 C104 BR69 BL37
C47 BR32 C72 BR54 BL50 C105 BR70 BL35
C48 BR33 C74 BR55 BL49 C106 BR71 BL34
C49 BR34 C75 BR56 BL48 C107 BR72 BL33
C50 BR35 C77 BR57 BL47 C108 BR73 BL31
C51 BR36 C79 BR58 BL46 C109 BR74 BL30











Tabelle 4.10: Homologe ORFs in den beiden SpB-Contigs und PAGI-2(C). An Spalten A sind jeweils 
die PAGI-2(C)-ORFs aufgelistet, in Spalten B die ORFs aus SpB-Contig 1 und in Spalten C die ORFs 
aus SpB-Contig 2. Die SpB-ORFs sind entsprechend der Annotationstabellen in 4.2.5 bezeichnet. 
Grau unterlegte ORFs haben nur ein Homologes in der SpB-Insertion. Der ORF C4 und die beiden im 
SpB-Contig 2 liegenden Homologe sind durch einen gesonderten  Rahmen markiert. 
 
Im SpB-Contig 2 wurden dementsprechend zwei C4-Homologe ORFs und ein weiteres „Set“ 
der konservierten ORFs identifiziert. Das eine C4-Homologe müsste demnach dem „Set“ 
konservierter ORFs im SpB-Contig 1 zugeordnet werden, ist aber innerhalb der komplexen 





































































































Abbildung 4.13: Vergleich der konservierten ORFs in PAGI-2(C) und der SpB-Insertion. 
Dargestellt sind für PAGI-2(C) die einzelnen ORFs und die Blöcke, die in einem (weiße Kästen)
oder in beiden Teilen (graue Kästen) der SpB-Insel konserviert sind. Für die SpB-Contigs sind die
jeweiligen homologen ORFs angegeben und mit dem entsprechenden PAGI-2(C)-ORF
verbunden. Die Größen der ORFs und die Abstände sind nicht maßstabsgerecht dargestellt. Die
Reihenfolge der BL-ORFs (aus dem Contig 2) wurde umgekehrt um sie an die Abfolge der
Homologen aus den beiden anderen Sequenzen anzupassen. Gestreifte Kästen kennzeichen
ORFs, für die noch keine Homologen im SpB-Contig 2 gefunden wurden, aber in der verbliebenen
Sequenzierungslücke vermutet werden. 
Das zweite „Set“ konservierter ORFs war, soweit im Contig vorhanden, dem „Set“ im 
Contig 1 am ähnlichsten. Auch hier waren die Blöcke konservierter ORFs weniger durch 
spezifische Abschnitte unterbrochen als in PAGI-2(C) oder PAGI-3(SG). Bis auf drei 
Ausnahmen war Konservierung zu PAGI-2(C) immer für beide „Sets“ in der SpB-Insertion 
gleichzeitig festzustellen (Ausnahmen siehe Tabelle 4.10). 
Das zweite „Set“ konservierter ORFs in der SpB-Insertion schien im Vergleich zu den 
anderen „Sets“ noch nicht vollständig zu sein, so dass weitere PAGI-2(C)-Homologe in der 
bestehenden Lücke zwischen den Contigs vermutet wurden (siehe Abbildung 4.13). Aufgrund 
der Konservierung zwischen PAGI-2(C) und SpB-Contig 1 wurde die Hypothese aufgestellt, 
dass in der Lücke noch Homologe zu folgenden ORFs lokalisiert sein müssten: 




Ausgehend von dieser Hypothese wurde per PCR versucht, Teile der in der Lücke 
lokalisierten DNA-Abschnitte zu amplifizieren. Dazu wurde ein Primer identisch zur Sequenz 
am Ende von SpB-Contig 2 generiert (Primer 1078endf; Position 66187 – 66206 in SpB-
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Contig 2) und mit einem Primer gapC55r kombiniert. Dieser Primer war anhand der Sequenz 
des PAGI-2(C)-ORFs C55 generiert worden und sollte auf dem in der Lücke vermuteten C55-
homologen ORF binden. Der letzte konservierte ORF im Contig 2 war C64-homolog, gefolgt 
von fünf nicht konservierten ORFs. C55 stellte in den anderen Geninseln den nächsten 
konservierten ORF jenseits eines spezifischen Abschnittes dar. 
 Mit dieser Primer-Kombination wurde demnach versucht, spezifisch den DNA-Abschnitt der 
SpB-Insertion zwischen dem Ende des Contigs 2 und dem nächsten in der Lücke vermuteten 
konservierten ORF zu amplifizieren. Dabei konnte ein PCR-Produkt mit einer Größe von 
4,8 - 5 kb generiert werden.  
 




ca. 4,8 - 5 kb
6369
1264
1929 Abbildung 4.14: PCR-Produkt aus der SpB-
Insertion, generiert mit den Primern 1078endf und
gapC55r.
Spuren 1, 3, 4: PCR-Ansatz
Spur 2: λ-BstEII-Verdau (Größenstandard)
Auf der linken Seite sind zur Einordnug die











In der Contig-Lücke schien es demnach tatsächlich C55-homologe DNA zu geben. Dies 
bekräftigte die Hypothese, dass sich das noch unvollständige zweite „Set“ konservierter ORFs 
der SpB-Insertion in der noch nicht bekannten Lückensequenz fortsetzt und insgesamt aus fast 
denselben „Bausteinen“ (aus konservierten DNA-Blöcken) besteht, die im SpB-Contig 1 und 
in PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) gefunden werden. Endgültig ließe sich dies aber erst nach 
Schließen der Lücke und Vervollständigen der Insertionssequenz belegen. 
4.2.7 Zusammenfassung des aktuellen Status der Analyse der SpB-Insertion 
Zur Zeit existieren zwei große Sequenzcontigs, die zusammen ca. 144 kb der SpB-Insertion 
abdecken. Bei Anordnung analog zur Richtung der PAO1-Genomsequenz umfasst der auf der 
linken Seite der Insertion liegende SpB-Contig 2 bei einer Größe von insgesamt 66,9 kb 5,4 
kb flankierende PAO1-konservierte Sequenz, den Übergang zur SpB-Insertion (3’-Ende eines 
tRNAGly-Gens als ehem. attP-Sequenz) und 61,5 kb zur Geninsel gehörende DNA. 
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Der die rechte Seite der Insertion abdeckende SpB-Contig 1 ist insgesamt 86,3 kb groß. Zur 
SpB-Insertion gehören 83,2 kb der DNA, auf die ein vollständiges tRNAGly-Gen (mit der 
ehem. attB-Sequenz) und bis zum Contig-Ende noch 3,1 kb PAO1-konservierte DNA folgen. 
Die vor der Insertion lokalisierte PAO1-konservierte DNA umfasst Homologe zu den ORFs 
PA0706 – PA0714. Das tRNAGly-Gen, das in Stamm C die SpB-Insertion auf der anderen 
Seite flankiert, entspricht dem in der PAO1-Sequenz zwischen den ORFs PA0729 und 
PA0730 gelegenen tRNAGly-Gen. Die darauf noch im Contig folgende PAO1-konservierte 
DNA enthält Homologe zu den ORFs PA0730 – PA0732. 
Zwischen den beiden Contigs besteht noch eine Lücke, für deren Bereich die Sequenz der 
SpB-Insertion noch nicht ermittelt werden konnte. Vor der Erweiterung des SpB-Contigs 2 
war für diese Lücke eine Größe von ca. 65 kb ermittelt worden. Durch die Erweiterung des 
Contigs 2 konnte davon ein Abschnitt von 30,3 kb sequenziert und analysiert werden, so dass 
noch eine Lücke von ca. 35 kb verblieben ist. Für die Größe der SpB-Insertion ergab sich 
daher insgesamt ein Wert von ca. 180 kb. Durch Sequenzanalyse der inserierten DNA wurde 
an der linken Seite der Insertion ein 7,3 kb großer Phagen-ähnlicher Abschnitt identifiziert. 
 
Abbildung 4.15 (folgende Seite): Übersicht über die gesamte SpB-Insertion. 
In der Übersicht wurden der Contig 2, die verbliebene Lücke und der Contig 1 zusammengesetzt. Für 
die Lücke wurde eine Größe von 35 kb angenommen. Die Insertion ist in Kolinearität mit der 
umgebenden Sequenz des Kerngenoms dargestellt. Die Zählung der Basen beginnt am Übergang 
von chromosomaler zu inserierter DNA. Annotierte ORFs und ihre Transkriptionsrichtung sind durch 
Pfeile gekennzeichnet und tragen die Bezeichnungen aus den Tabellen 4.8 und 4.9: Vergebene 
Gennamen und homologe ORFs in PAGI-2(C) oder PAGI-3(SG) sind unter diesen Bezeichnungen 
angegeben. In PAGI-2(C) und/oder PAGI-3(SG) konservierte ORFs sind durch graue Pfeile 
dargestellt. Die vermutlich separat integrierte Phagen-DNA ist durch einen Doppelpfeil 
gekennzeichnet, die ORFs aus dieser Region sind durch schwarze Pfeile dargestellt. Für ORFs in den 
flankierenden Bereichen des Kerngenoms sind die Bezeichnungen der entsprechenden PAO1-ORFs 
angegeben. Anfang und Ende der bestehenden Sequenzcontigs und die Übergänge der Insertion zum 
Kerngenom sind durch vertikale schwarze Balken angegeben. Die an den Übergängen identifizierten 
att-Sequenzen sind durch Fähnchen dargestellt. Die noch unbekannte Sequenz in der physikalischen 
Lücke ist durch eine gepunktete Linie symbolisiert. Im Bereich dieser Lücke vermutete PAGI-2(C) 
homologe ORFs sind durch gestreifte Pfeile dargestellt (siehe Kapitel 4.2.6). Für solche ORFs ist als 
Bezeichnung  „???“ und dazu der entsprechende PAGI-2(C)-Homologe angegeben. Zusätzlich sind 
für die ganze Region die Schnittstellen für die in der Kartierung verwendeten Enzyme NotI, SnaBI, 
HpaI und XbaI angegeben. Die mit * gekennzeichneten ORFs BL63 und BR1 ragen über die Contig-
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Abbildung 4.15: Übersicht über die SpB-Insertion in P. aeruginosa C (hypervariable Region 3).
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Sowohl im SpB-Contig 1 als auch im Contig 2 liegen eine große Anzahl potentieller Gene mit 
Homologien zu PAGI-2(C) in fast komplett konservierter Reihenfolge. Dieses „Set“ 
konservierter Gene umfasst 49 ORFs im Contig 1. Im Contig 2 sind 30 Gene gegenüber 
PAGI-2(C) konserviert. In diesem Bereich scheint das „Set“ konservierter ORFs noch nicht 
vollständig, in der verbliebenen Sequenzlücke könnten weitere folgen. 
Durch diese charakteristischen DNA-Abschnitte erscheint die SpB-Insertion insgesamt als 
eine Kombination zweier PAGI-2(C)-ähnlicher Geninseln und einem inserierten Phagen. 
 
Um die verbliebene Lücke zwischen den Contigs zu schließen, könnte zunächst wieder mit 
einer Sonde, die das Ende des pKSCC1078-Inserts repräsentiert, die bestehende 
Genombibliothek durchsucht werden, um auf diese Weise den Contig 2 zu erweitern. 
Aufgrund der bisherigen Erfahrungen ist aber fraglich, ob geeignete Cosmide identifiziert 
werden könnten. Eine Lücke von 30 – 35 kb könnte zwar durch die Inserts von ein oder zwei 
Cosmiden überspannt werden, die Hybridisierungsergebnisse mit der Sonde 610end (siehe 
Kapitel 4.2.4) und vor allem mit der Sonde 186end (siehe Kapitel 4.2.1) deuten aber 
daraufhin, dass der mittlere Bereich der SpB-Insertion in der Genombibliothek in ihrem 
bisherigen Umfang unterrepräsentiert sein könnte. Mit der Sonde 186end konnten z. B. keine 
an die Sequenz von pKSCC186 anschließenden Cosmide detektiert werden. 
Möglich wäre es, die Genombibliothek bzw. ihren geordneten Teil von 1536 Cosmiden zu 
erweitern. Von der Generierung der Bibliothek her stehen noch weitere 
Transformationsansätze mit Cosmid-tragenden E. coli Stämmen zur Verfügung (K. D. Larbig, 
Dissertation 2001). Aus diesen Ansätzen müssten die Bakterien vereinzelt werden („Ordnen 
der Cosmidbank“), um die Cosmide individuell untersuchen zu können.  
Alternativ könnte versucht werden, den fehlenden Bereich der Insertion aus dem 
Restriktionsfragment SpB herauszuschneiden und partiell in geeignete Vektoren 
subzuklonieren, so dass dann ausreichende DNA-Mengen zur Analyse zur Verfügung 
stünden. Dazu müsste eventuell vorher die verbliebene Lücke feinkartiert werden, um die 
bestehende Restriktionskarte zu verbessern und eine genauere Abfolge von Schnittstellen für 
diesen Bereich festzulegen. 
Eine dritte Möglichkeit wäre, per long range PCR (PCR-Systeme zur Generierung langer 
Produkte) Teilabschnitte der DNA in der Lücke zu amplifizieren, die zwischen den 
vermuteten konservierten Genen liegen und so die fehlende Sequenz stückweise zu ermitteln. 
Nach diesem Prinzip konnte bereits ein PCR-Produkt generiert werden, das die DNA vom 
Ende des Contigs 2 bis hin zu einem C55-homologen ORF in der Lücke repräsentiert (siehe 
Kapitel 4.2.6). 
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5 Epidemiologie konservierter Geninseln in P. aeruginosa 
Nach PAGI-2(C) und PAGI-3C(SG) waren mit der pKLC102-Plasmid-DNA und der SpB-
Insertion (siehe Kapitel 3 und 4) weitere scheinbar verwandte, partiell konservierte Geninseln 
identifiziert worden. Dies legte die Vermutung nahe, dass solche Geninseln nicht nur in den 
P. aeruginosa Stämmen C und SG17M, sondern auch in anderen Stämmen dieser Spezies 
auftreten konnten. In den Genomen dieser Stämme sollten dann ähnliche DNA-Abschnitte 
konserviert sein wie zwischen PAGI-2(C) und den anderen sequenzierten Inseln (siehe 
Kapitel 1.3; 3.3.2; 4.2.5), was als kennzeichnend für die Präsenz von Geninseln dieses Typs 
angesehen wurde. 
Diese Hypothese der Präsenz in weiteren Stämmen wurde durch die Sequenzanalyse eines 
Gens aus P. aeruginosa TB (Tümmler et al., 1991) bestärkt, einem weiteren CF-Lungenisolat, 
das nicht zu den Klon C Stämmen gehört. Dieses Gen (analysiert von Dr. Lutz Wiehlmann) 
wies signifikante Ähnlichkeiten mit dem ORF C47 aus der PAGI-2(C) auf. C47 gehörte zu 
den ORFs mit Homologen in den anderen sequenzierten Inseln (ORF SG57 in PAGI-3(SG), 
BR32 in der SpB-Insertion, CP81 in pKLC102), und war darüber hinaus Bestandteil einer 
signifikanten Folge von neun ORFs (C47 – C55), die immer als unveränderter Block in den 
anderen Inseln konserviert waren. Daher konnte vermutet werden, dass auch im Genom von 
Stamm TB größere Abschnitte PAGI-2(C)-ähnlicher DNA und damit vermutlich (mindestens) 
eine ähnliche Geninsel enthalten sein sollte.  
 
Um die generelle Verbreitung von PAGI-2(C)-ähnlichen Geninseln in der Spezies 
Pseudomonas aeruginosa zu charakterisieren, sollte eine Auswahl von 71 Stämmen analysiert 
werden. Diese Auswahl bestand aus ausgesuchten Stämmen mit nicht verwandten SpeI-
Genotypen aus den über 3000 P. aeruginosa Isolaten einer vorhandenen Stammsammlung 
(Stammsammlung der Medizinischen Hochschule Hannover). Die Auswahl enthielt sowohl 
Umweltisolate als auch Klinik- und Patientenisolate aus verschiedenen Ländern und Regionen 
(siehe Tabelle 5.1) und repräsentierte die verschiedenen in Europa detektierten 
Klone/Subgruppen der Spezies. Die Stämme PAO, C und SG17M waren in dieser Auswahl 
vertreten; der Stamm TB selbst fehlte, wurde aber durch die fast identische klonale Variante 
892 (Nr. 62) vertreten. 
Die Identifizierung von partiell konservierten Geninseln in diesen Stämmen erfolgte durch  
Hybridisierungsexperimente, in denen das Vorkommen von DNA-Abschnitten mit 




Auswahl von 71 P. aeruginosa Stämmen 
 
Nr. Stamm Beschreibung und Angaben zur Herkunft 
   
1 ATCC 10145 Neotyp, Typenstamm; Prag, Tschechische Republik (<1960) 
2 ATCC 14886 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula, Bodenisolat 
3 ATCC 15522 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula, Bodenisolat 
4 ATCC 15691 Wundisolat; Melbourne, Australien (1952)   ATCC15691 = PAT 
5 ATCC 21472 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula, Bodenisolat von einem Ölfeld 
6 ATCC 21176 Bodenisolat, Japan (1974) 
7 ATCC 33348 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula, serotype 1 
8 ATCC 33356 Internationaler Serotyp 9, Stuhlprobe; Heidelberg, Deutschland (1965) 
9 ATCC 33364 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula, serotype 17 
10 ATCC 33818 Isolat vom Pilz Agaricus bisporus 
11 ATCC 33988 Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula, Isolat aus einem Benzintank; 
Ponca City, Oklahoma, USA 
12 63741 Wundisolat 
13 A 5670 Wundisolat; Heidelberg, Deutschland (1992) 
14 A 5803 Luftröhrenisolat; Heidelberg, Deutschland (1992) 
15 AL 5846 Wundisolat; Heidelberg, Deutschland (1992) 
16 2733/92 CF-Patient, Sputum-Probe; Kopenhagen, Dänemark (1992) 
17 2813 A/92 CF-Patient, Sputum-Probe; Kopenhagen, Dänemark (1992) 
18 BST 1 CF-Patient, Rachenabstrich; Hannover, Deutschland (1985) 
19 KB 1 CF-Patient, Rachenabstrich; Sarstedt, Deutschland (1985) 
20 SS 1 CF-Patient, Rachenabstrich; Lüneburg, Deutschland (1985) 
21 MF 6 CF-Patient, Rachenabstrich; Bremen, Deutschland (1987) 
22 PD 1 CF-Patient, Rachenabstrich; Hannover, Deutschland (1985) 
23 RN 4 CF-Patient, Rachenabstrich; Oldenburg, Deutschland (1986) 
24 RP 1 CF-Patient, Rachenabstrich; Hannover, Deutschland (1985) 
25 Va 24437 CF-Patient, Sputum-Probe; Halle, Deutschland (1992) 
26 Va 26232 CF-Patient, Sputum-Probe; Halle, Deutschland (1992) 
27 Va 27081 CF-Patient, Sputum-Probe; Halle, Deutschland (1992) 
28 Va 27260 CF-Patient, Sputum-Probe; Halle, Deutschland (1992) 
29 DM CF-Patient, Sputum-Probe; Hamburg, Deutschland (1984) 
30 ZW 30 CF-Patient, Rachenabstrich; Innsbruck, Österreich (1997) 
31 ZW 31 CF-Patient, Rachenabstrich; Innsbruck, Österreich (1997) 
32 ZW 41 CF-Patient, Rachenabstrich; Verona, Italien (1997) 
33 ZW 43 CF-Patient, Rachenabstrich; Genua, Italien (1997) 
34 ZW 49 CF-Patient, Rachenabstrich; Verona, Italien (1997) 
35 ZW 54 CF-Patient, Rachenabstrich; Mailand, Italien (1997) 
36 ZW 64 CF-Patient, Rachenabstrich; Lund, Schweden (1997) 
37 ZW 77 CF-Patient, Rachenabstrich; London, Großbritannien (1997) 
38 ZW 79 CF-Patient, Rachenabstrich; Galway, Irland (1997) 
39 ZW 81 CF-Patient, Rachenabstrich; London, Großbritannien (1997) 
40 ZW 83 CF-Patient, Rachenabstrich; London, Großbritannien (1997) 
41 ZW 85 CF-Patient, Rachenabstrich; Aberdeen, Großbritannien (1997) 
42 ZW 88 CF-Patient, Rachenabstrich; London, Großbritannien (1997) 
43 ZW 92 CF-Patient, Rachenabstrich; Marseille, Frankreich (1997) 
44 ZW 98 CF-Patient, Rachenabstrich; Den Haag, Niederlande (1997) 
45 ZW 102 CF-Patient, Rachenabstrich; Leuven, Belgien (1997) 
46 ZW 113 CF-Patient, Rachenabstrich; Rotterdam, Niederlande (1997) 
47 ZW 117 CF-Patient, Rachenabstrich; Wien, Österreich (1997) 
48 ZW 119 CF-Patient, Rachenabstrich; Posen, Polen (1997) 
49 SG1 (= C) CF-Patient, Rachenabstrich; Bückeburg, Deutschland (1986); (Klon C Typenstamm) 
50 SG31 Flusswasser-Isolat; Mülheim, Deutschland (1993);  SG31 = SG17M 
51 PT 2 Wasser-Isolat, Mühlheim, Deutschland (1992) 
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52 PT 6 Wasser-Isolat, Mühlheim, Deutschland (1992) 
53 PT 12 Wasser-Isolat, Mühlheim, Deutschland (1992) 
54 PT 20 Wasser-Isolat, Mühlheim, Deutschland (1992) 
55 PT 22 Wasser-Isolat, Mühlheim, Deutschland (1992) 
56 PT 36 Wasser-Isolat, Mühlheim, Deutschland (1992) 
57 641 HD 11/m1 Wasser-Isolat, Mühlheim, Deutschland (1992) 
58 Gr 2052 Klinikisolat; Athen, Griechenland (1995) 
59 Gr 2057 Klinikisolat; Athen, Griechenland (1995) 
60 Gr 2248 Klinikisolat; Athen, Griechenland (1995) 
61 PAO Referenzstamm DSM 1707 
62 892 CF-Patient, Sputum-Probe; Hannover, Deutschland (1983) 
63 PAK Laborstamm; Japan (<1960) 
64 HJ2 Sputum-Probe; Köln, Deutschland (1990) 
65 G7 CF-Patient, Sputum-Probe; Stade, Deutschland (1986) 
66 H2 Klinikisolat aus einen Katheter 
67 K9 CF-Patient, Sputum-Probe; Husum, Deutschland (1985) 
68 DSM 288 unbekannt 
69 DSM 939 Wasser-Isolat 
70 DSM 1128 Patientenisolat, Ohrinfektion; USA (1980) 
71 DSM 1253 unbekannt 
 
Tabelle 5.1: Auswahl von 71 Pseudomonas aeruginosa Stämmen. 
Alle Stämme wurden auf das Vorkommen von PAGI-2(C)-ähnlichen Geninseln hin analysiert. 
Angegeben sind die Bezeichnungen der einzelnen Stämme, die bei der Beschreibung der Analysen 
verwendeten Nummern innerhalb der Auswahl und - soweit bekannt - Angaben zu Art und Herkunft 
der Isolate. 
 
5.1 Detektion eines „Geninsel-Indikators“ in P. aeruginosa Stämmen 
Aufgrund der Vergleiche der sequenzierten Geninseln wurde angenommen, dass homologe 
DNA zu bestimmten Abschnitten aus PAGI-2(C) in allen partiell konservierten Inseln dieses 
Typs auftreten und diese somit kennzeichnen würden. Einer dieser Abschnitte beinhaltete die 
ORFs C47 – C55. Nach der Detektion eines Homologen zu ORF C47 aus PAGI-2(C) im 
Stamm TB (s. o.) wurde dieser ORF als eine Art „Indikator“ ausgewählt. Die 71 
P. aeruginosa Stämme wurden daher zunächst auf C47-ähnliche DNA hin untersucht, um 
eine Präselektion vornehmen zu können und die Stämme auszuwählen, die detaillierter auf 
das Vorkommen von konservierten Geninseln hin untersucht werden sollten. 
Für diese Analysen wurde jeweils 1,5 – 3,5 µg genomische DNA der 71 Stämme 
restriktionsverdaut und auf Nylonmembranen übertragen. Diese Membranen wurden mit C47-
spezifischen Sonden hybridisiert.  
Die Hybridisierungen erfolgten mit zwei verschiedenen Sonden  - C47c und C47d. Beide 
wurden aus PCR-Produkten generiert. Das PCR-Produkt C47c (Primer C47cf und C47cr) 
repräsentierte einen 636 bp großen Abschnitt aus dem vorderen Bereich des ORFs, C47d 




Membran 6Membran 4 Membran 5
Membran 2 Membran 3
Abbildung 5.1: XhoI-Verdaue genomischer DNA von P. aeruginosa Stämmen, hybridisiert mit
Sonde C47c. Dargestellt sind 6 Membranen mit Restriktionsverdauen der 71 Stämme aus der P.
aeruginosa Auswahl. Markiert ist die Spur mit der DNA aus Stamm PAO, in der wie erwartet kein
Hybridisierungssignal auftrat. 
 
Zunächst erfolgten Hybridisierungen von Membranen mit XhoI-Verdauen der genomischen 
DNAs. Dabei konnten für mehr als 35 Stämme Hybridisierungssignale detektiert werden 
(siehe Abbildung 5.1). Trotz einiger falsch positiver Signale deutete dies auf C47-ähnliche 
DNA in vielen der analysierten P. aeruginosa Stämme hin. Der Referenzstamm PAO, dessen 
Genomsequenz keine PAGI-2(C)-ähnliche Geninsel aufweist, wurde als Negativkontrolle zur 
Überprüfung der Sonden herangezogen. Den Erwartungen entsprechend konnten für diesen 
Stamm auch keine Hybridisierungssignale detektiert werden.  
 
Für genauere Untersuchungen wurden weitere Membranen für die Hybridisierungen 
hergestellt, darauf fixiert wurden BclI- und NcoI-Verdaue der genomischen DNAs. Zusätzlich 
wurden auch Verdaue von drei Cosmiden mit auf die Membranen transferiert. Diese Cosmide 
stammten aus den genomweiten Bibliotheken für die Stämme C und SG17M (K. D. Larbig, 
Dissertation, 2001; siehe auch Kapitel 2.1.5), auf den Inserts waren der ORF C47 bzw. dessen 
Homologe in der Insel PAGI-3(SG) und der SpB-Insertion lokalisiert: 
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 Cosmid pKSCC1064 → ORF C47 
 Cosmid pKSCC1005 → ORF BR32 
 Cosmid pKSCS427 → ORF SG57 
(kein Cosmid für ORF CP81, da die Sequenz des Plasmides pKLC102 zu dem Zeitpunkt noch 
nicht vorlag) 
 
Anhand der bekannten Sequenzen der Cosmide wurden deren erwartete Restriktionsmuster 
errechnet und bestimmt, auf welchen Fragmenten die C47-Sonden binden sollten. Die 
entsprechenden Signale wurden nach den Hybridisierungen markiert und mit den 
Signalmustern der 71 P. aeruginosa Stämme verglichen. Auf diese Weise konnte zugeordnet 
werden, in welchen Stämmen die durch die Sonden detektierte homologe DNA bzw. ihre 
Umgebung Ähnlichkeiten zu der aus den Cosmiden aufwies (siehe Abbildung 5.2). Gleiche 
Signalmuster wiesen auf hochkonservierte Restriktionsmuster hin, wodurch zugeordnet 
werden konnte, ob die konservierte DNA größere Homologien zur C47-Umgebung, zur 
SG57-Umgebung oder zu der von ORF BR32 aufwies, oder ob sie einen eigenständigen Typ 
darstellte. Hieraus ergaben sich erste Hinweise, ob die bereits bekannten Geninseln in 
weiteren Stämmen komplett oder zumindest mit so hoher Sequenzidentität konserviert sind , 
dass sie innerhalb der „Familie“ der PAGI-2(C)-ähnlichen Geninseln verschiedenen 
Untergruppen zugeordnet werden können. Allerdings war so nur eine recht grobe und 
fehlerbehaftete Einteilung möglich, da ein bestimmter Grad der Konservierung von DNA-
Abschnitten nicht automatisch die Konservierung einzelner Restriktionsschnittstellen in 
gleichem Maße bedeuten muss und sich trotz sehr großer Ähnlichkeit unterschiedliche 
Restriktionsmuster ergeben können.  
Die Ergebnisse der Hybridisierungen von BclI- bzw. NcoI-verdauter DNA mit den Sonden 
C47c und C47d ergaben, dass C47-ähnliche DNA in 31 der 71 Stämme aus der P. aeruginosa 
Auswahl detektiert worden war (siehe Tabelle 5.2). Für diese Stämme wurde die Vorhersage 
getroffen, dass in deren Genomen PAGI-2(C)-ähnliche Geninseln integriert waren, was ein 
Vorkommen solcher (partiell) konservierter Geninseln in über 40 % der analysierten Stämme 
bedeuten würde. Dabei war das Auftreten von C47-homologer DNA weder auf Stämme aus 
ähnlichen Habitaten noch auf Isolate bestimmter regionaler Herkunft beschränkt (vergleiche 
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Abbildung 5.2: Membranen mit NcoI-verdauter genomischer DNA, hybridisiert mit C47-Sonden. 
Auf beiden Membranen war genomische DNA verschiedener P. aeruginosa Stämme und Cosmid-
DNA mit  ORF C47 bzw. C47-Homologen nach Verdau mit NcoI-fixiert. BstEII-verdaute λ-DNA
diente als Größenstandard. Membran A war mit der Sonde C47c hybridisiert worden, Membran B
mit C47d. Die mit “X” markierten Banden in den Cosmid-Spuren repräsentieren
Restriktionsfragmente mit C47-DNA bzw. mit DNA von homologen ORFs (errechnet anhand der
Cosmid-Sequenzen). Die Größe dieser Banden ist jeweils auf der linken Seite angegeben. Die
Spuren mit Cosmid-DNA wiesen vor allem in Membran A deutliche Partialverdaubanden auf, an
die die Sonden ebenfalls gebunden hatten. 
 
 
Anhand der Signalmuster in den verschiedenen Experimenten wurde für die 31 positiven 
Stämme die Anzahl der detektierten C47-Homologen und damit der vermeintlichen Geninseln 
im Genom bestimmt. Für 12 Stämme wurde eine Insel vorhergesagt, für weitere 11 Stämme 
zwei Inseln und für die übrigen 8 Stämme drei Inseln oder mehr. Die Hybridisierungssignale 
ließen sich dabei anhand ihrer Position auf den Membranen in mehrere Typen einteilen: Für 
viele Stämme wurden Signale detektiert, deren Muster dem des ORFs C47 entsprach („C-
Typ“), andere Signale ähnelten dem des ORFs BR32 („B-Typ“) oder (in wenigen Fällen) dem 
des ORFs SG57 („SG-Typ“). Von den anderen Signalen konnten einige identische oder 
ähnliche einer vierten Kategorie zugewiesen werden („Typ 3“, da u. a. in Stamm 3 
identifiziert), die übrigen wurden nicht eingeordnet. Die jeweiligen Ergebnisse dieser 






Stamm Bezeichnung Anzahl C47-Homologe Signaltypen 
3 ATCC 15522 1 Typ 3
7 ATCC 33348 1 Typ C
9 ATCC33364 1 Typ C
14 A 5803 2 Typ C, 2. Signal nicht einzuordnen
15 AL5846 1 Typ B
16 2733/92 2 Typ C, 2. Signal nicht einzuordnen
21 MF 6 1 Typ C
22 PD 1 1 Typ C
23 RN 4 1 Typ 3
24 RP 1 2 Typ C, 2. Signal evtl. Typ SG
25 Va 24437 3 Typ C, 2 x Typ 3
26 Va 26232 1 Typ C
29 DM 3 Typ C, Typ 3, 3. Signal evtl. Typ B
33 ZW 43 3 Typ C, Typ 3, 3. Signal evtl. Type SG
35 ZW 54 3 Typ C, 2 x Typ 3
45 ZW 102 3 Typ C, 2 x Typ 3
46 ZW 113 2 Typ C, Typ 3
48 ZW 119 2 Typ C, Typ 3
49 SG1 (C) 4 ? (evtl. mehr) Typ C, Typ B, Type SG, 4. Signal nicht einzuordnen
50 SG31 (SG17M) 3 (evtl. mehr) Typ C, 2x Typ SG
52 PT 6 3 Typ C, Typ SG, 3. Signal nicht einzuordnen
53 PT 12 2 Typ C, 2. Signal nicht einzuordnen
54 PT 20 1 Typ 3
55 PT 22 2 Typ C, 2. Signal nicht zuzuordnen
56 PT 36 1 Typ 3
60 Gr 2248 2 Typ C, Typ B
62 892 2 Typ C, 2. Signal evtl Typ 3
63 PAK 1 Signal nicht einzuordnen
64 HJ2 2 Typ C, 2. Signal nicht einzuordnen
67 K9 2 Typ C, 2. Signal nicht einzuordnen
70 DSM1128 1 Typ C
 
Tabelle 5.2: Auswertung der Hybridisierungen verdauter genomischer DNA mit den Sonden C47c und 
C47d. Angegeben ist die Anzahl detektierter C47-Homologer in den einzelnen Stämmen und die 
Zuordnung der Signalmuster zu verschiedenen Typen. 
 
 
Auffallend war, dass die im Cosmid pKSCC1064 detektierten Signale, die zum ORF C47 
selbst gehören, in den Mustern der meisten Stämme ebenfalls auftraten (Signaltyp C). 
Bei komplizierteren Hybridisierungsmustern gestaltete sich die Zuordnung der verschiedenen 
Signaltypen schwieriger, vor allem für die Stämmen 49 und 50 (Stämme C und SG17M) war 
zudem auch die Anzahl der detektierten C47-homologen Abschnitte nicht eindeutig zu 
bestimmen. Anhand der Signalmuster könnte bei beiden Stämmen auch noch ein weiterer 
konservierter Bereich vorliegen. 
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Generell könnte bei der Suche nach konservierten Bereichen mit Hilfe von Hybridisierungen 
auch methodenbedingt homologe DNA übersehen werden. Mit den Sonden konnten nur 
DNA-Abschnitte detektiert werden, deren Sequenzidentität hoch genug war, um eine DNA-
DNA-Bindung zwischen Sonde und genomischer DNA bei den gewählten 
Reaktionsbedingungen zu ermöglichen. An DNA mit zu geringer Sequenzidentität konnten 
die Sonden nicht binden, so dass konservierte Abschnitte mit schwächerer Homologie 
eventuell nicht detektiert worden waren. 
Die Bindung von Sonden auf homologer DNA ist dabei nicht allein von der Sequenzidentität 
im gesamten ähnlichen Abschnitt abhängig, sondern auch von der Verteilung der identischen 
Nukleotide innerhalb der Sequenz, da zur Initiierung einer DNA-DNA-Bindung 10 – 20 bp 
Bereiche mit übereinstimmender Sequenz ohne Basenfehlpaarungen nötig sind.  
Einen Eindruck über die Abhängigkeit der Signalintensitäten vom Grad der Konservierung 
der homologen DNA lieferte eine Betrachtung der Signale auf den verdauten Cosmid-DNAs 
mit den verwendeten C47c- und C47d-Sonden. Dabei wurde die abgeschätzte Intensität der 



















pKSCC1064 C47 100% 1 100% 1
pKSCC1005 BR32 86% 0,2 89% 0,5
pKSCS427 SG57 73% 0,02 80% 0,4
Tabelle 5.3: Relative Intensitäten der Signale auf den C47-homolgen ORFs nach Hybridisierungen mit 
C47c und C47d im Verhältnis zur Intensität der Signale auf ORF C47 selbst (Sequenzidentität 100 %). 
 
Schon anhand dieser abgeschätzten Werte ließ sich ersehen, dass die Signalintensitäten mit 
fallender Sequenzidentität deutlich geringer wurden. DNA-Abschnitte mit Sequenzidentitäten 
deutlich unter 70 % wären unter diesen Reaktionsbedingungen kaum noch mit den Sonden 
detektiert worden. 
5.2 Generierung eines PAGI-2(C) repräsentierenden Makroarrays 
Um nicht nur die Konservierung des ORFs C47, sondern homologe DNA zu allen Bereichen 
der Geninsel PAGI-2(C) in anderen Stämmen nachweisen zu können, wurde für 
Hybridisierungsexperimente ein „Makroarray“ generiert, der die meisten ORFs der Geninsel 
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repräsentierte. Dieser Makroarray umfasste 96 PCR-Produkte, die mit Hilfe einer Dot-Blot-
Apparatur (siehe Kapitel 2.4.1) auf Nylonmembranen übertragen und dort fixiert wurden. 
Diese Membranen wurden mit DIG-markierter genomischer DNA der zu analysierenden P. 
aeruginosa Stämme hybridisiert. 
Von den 96 möglichen Positionen auf dem Makroarray waren fünf für Positiv- und Negativ-
Kontrollen reserviert worden. Auf die restlichen Positionen wurden 91 PCR-Produkte verteilt, 
deren Amplifikate definierten Abschnitten einzelner potentiellen Gene aus PAGI-2(C) 
entsprachen. Für kleine ORFs wurden vereinzelt auch PCR-Produkte generiert, die zwei 
benachbarte ORFs abdeckten. Dementsprechend repräsentierten einige Punkte des Arrays 
zwei ORFs (C54/C55; C76/C77; C82/C83). Für den ORF C47 wurden beide PCR-Produkte 
aufgetragen, die in den vorherigen Untersuchungen als Sonden eingesetzt wurden (C47c, 
C47d, siehe Kapitel 5.1). 20 ORFs aus der Geninsel waren nicht auf dem Makroarray 
repräsentiert, da nicht genügend Positionen zur Verfügung standen. Weggelassen wurde dabei 
möglichst solche ORFs, die laut Annotation zu putativen Operons oder laut 
Sequenzvergleichen mit anderen Inseln immer zu größeren konservierten Blöcken gehörten. 
Auf die Konservierung dieser ORFs konnte dann aus den Ergebnissen für die benachbarten 
potentiellen Gene geschlossen werden. 
Durch die aufgetragenen 91 PCR-Produkte waren 93 verschiedene ORFs auf dem Makroarray 
repräsentiert. Die PCR-Produkte wurden mit ORF-spezifischen Primern generiert: 
PCR-Produkt C1: Primer C1for und C1rev;   PCR-Produkt C2: Primer C2for und C2rev; 
usw. 
 
Ausnahmen:   PCR-Produkt C54/C55:     Primer C55for/C54rev 
 PCR-Produkt C76/C77:     Primer C77for/C76rev 
 PCR-Produkt C82/C83:     Primer C83for/C82rev 
 PCR-Produkt C47c:           Primer C47cf/C47cr 
 PCR-Produkt C47d:           Primer C47df/C47dr 
 
Welche Positionen des Arrays mit PCR-Produkten welcher ORFs belegt wurden, ist 
zusammen mit der variierenden Länge der einzelnen PCR-Produkte in Abbildung 5.3 (Teil A 
und B dargestellt. In den fünf Kontrollpositionen (Positivkontrollen P1, P2a, P2b; 
Negativkontrollen N1, N2) sind folgende PCR-Produkte aufgetragen: 
P1: „cit2/3“; 650 bp aus Gen gltA (Citrat-Synthase), amplifiziert auf genomischer DNA von 
P. aeruginosa C (Primer cit2 und cit3). 
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C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
P1 C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
P2a C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 o. C69 C70
P2b C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
N1 C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
N2 C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
500 500 523 279 503 514 516 466 329 415 781 458
514 576 553 626 545 417 507 519 426 230 543 300
673 319 502 519 533 456 494 247 541 477 462 298
416 510 636 522 505 435 503 306 593 363 473
504 368 535 535 605 500 558 383 381
641 o. 
497 449
682 213 263 689 604 638 299 553 687 805 744
641 231 535 606 319 356 289 439 714 375 208
516 716 343 408 577 765 436 685 659 583 382
A C
DB
Abbildung 5.3: Schema des PAGI-2(C)-Makroarrays und erste Kontrollhybridisierungen. 
A: Belegung des Makroarrays mit ORF-repräsentierenden PCR-Produkten. Die Positionen der
Positiv- und Negativkontrollen sind grau markiert.  B: Länge der in den einzelen Positionen
aufgetragenen PCR-Produkte.   C: Hybridisierung mit genomischer DNA von P. aeruginosa PAO
(Negativkontrolle). Pfeile markieren falsch positive Signale, die in allen Experimenten mit Arrays
der ersten Generation auftraten.   D: Hybridisierung mit P. aeruginosa C (Positivkontrolle). Signale
(z. T. nur sehr schwache) in allen 91 Positionen mit PAGI-2(C)-DNA. 
P2a: „fliCa“; 530 bp aus Gen fliCa (Flagellin-Filament-Protein Typ a), amplifiziert auf DNA 
von P. aeruginosa C (Primer fla3a und fla4a) 
P2b: „fliCb“; 800 bp aus Gen fliCc (Flagellin-Filament-Protein Typ b), amplifiziert auf DNA 
von P. aeruginosa TB (Primer fla3b und fla4b) 
N1: „PP5“; 1289 bp aus dem Genom von  P. putida KT2440, aus intergenischer Region 
zwischen ORFs PP5238 und PP5239 (Genom-Position 5974091 – 5975379) 
N2: hobI“; 300 bp Abschnitt des humanen Gens hob (human obese gene), generiert mit 
Primern hob1 und hob2 auf humaner DNA (Präparation erhalten von Dr. Frauke Stanke) 
 
Bei paralleler Herstellung mehrerer Makroarrays aus den gleichen PCR-Produkten wurde 
gleiche Aliquots auf die Membranen aufgetragen. Dadurch waren zwar die DNA-Mengen in 
den einzelnen Positionen eines Arrays verschieden, für gleiche Positionen in verschiedenen 
Arrays aber konstant. 
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Bei der Herstellung weiterer Makroarrays wurden dann neue PCR-Ansätze verwendet. Diese 
Makroarrays der „2. Generation“ unterschieden sich von den älteren: 
Ausbeuten und Qualität der PCR-Produkte konnten nicht als konstant angesehen werden, was 
bei gleicher Hybridisierung zu veränderten Verhältnissen der relativen Signalintensitäten 
innerhalb der 91 Werte eines Makroarrays führt. Makroarrays aus der ersten und zweiten 
Generation wurden daher parallel mit gleichen genomischen DNA-Proben hybridisiert, um 
aus den relativen Signalintensitäten Umrechnungsfaktoren für den Vergleich von 
Hybridisierungen von älteren und neueren Makroarrays zu bestimmen. 
An den Positionen der Punkte C2 und C10 traten bei allen Experimenten mit älteren Arrays 
intensive Signale auf (siehe Abbildung 5.3), nicht jedoch mit neueren Arrays. Daher wurde 
davon angenommen, dass in Position C2 und C10 auf den älteren Membranen falsch positive 
Signale detektiert wurden, vielleicht hervorgerufen durch Kontamination der aufgetragenen 
PCR-Produkte. 
Während der Generierung der neueren Makroarrays gelang keine Amplifikation des PCR-
Produkts C69 mehr. Anstelle dessen wurde an dieser Position das PCR-Produkt C68 
aufgetragen, das den benachbarten ORF repräsentierte. Hybridisierungssignale in dieser 
Position durften also bei Experimente mit neuen und alten Arrays nicht miteinander 
verglichen werden. 
 
Als Positivkontrolle wurde ein Makroarray mit genomischer DNA von P. aeruginosa C 
hybridisiert. Wie erwartet, wurden Signale in allen 91 PAGI-2(C)-Positionen und den 
Positivkontrollen des Arrays detektiert (siehe Abbildung 5.3., Teil D). Als Negativkontrolle 
erfolgte die Hybridisierung mit Stamm PAO, der laut Genomsequenz keine PAGI-2(C)-
ähnliche Geninsel enthielt. Durch diese Hybridisierung wurde überprüft, ob andere Abschnitte 
der genomischen DNA auf den Makroarrays binden konnten und falsch positive Signale 
verursachten. Außer auf den Positivkontrollen und in den Positionen C2 und C10 (bei 
verwendetem älteren Makroarray immer falsch positiv, s. o.) wurden aber nur ein Signal in 
Position C1 und zwei sehr schwache in den Positionen C5 und C97 detektiert (siehe 
Abbildung 5.3, Teil C). Auf der DNA, die das Integrase-Gen C1 von PAGI-2(C) besitzt, 
waren demnach falsch positive Signale möglich, verursacht möglicherweise durch andere 
ähnliche Integrase-Gene im PAO-Genom.  Für C5 und C97, das laut Annotation Homologie 
zum PAO-ORF PA3690 aufwies, schienen schwächere falsch positive Signale möglich zu 




5.3 Hybridisierungen der Makroarrays mit P. aeruginosa-DNA 
Weitere Hybridisierungen der Makroarrays wurden zunächst mit DIG-markierter genomischer 
DNA von P. aeruginosa SG17M und TB durchgeführt. Für SG17M wurde ein 
Hybridisierungsmuster erwartet, dass sich die partielle Konservierung der PAGI-2(C)-DNA in 
der Geninsel PAGI-3(SG) und im Plasmid pKLC102, das in diesem Stamm ebenfalls 
vorkommt, widerspiegelt. Es sollte sich also ein Muster mit einem Gemisch aus Signalen und 
signalfreien Bereichen auf dem Makroarray ergeben. Die signalfreien Bereiche sollten vor 
allem im oberen Teil der Membran, in dem die vermeintlichen spezifischen ORFs von PAGI-
2(C) repräsentiert waren, zu finden sein. Das tatsächlich detektierte Signalmuster zeigte in 
etwa dieses erwartete Bild (siehe Abbildung 5.4, Teil A). Allerdings waren im unteren 
Bereich Signale in allen Positionen zu finden, auch in denen mit DNA, die nicht in PAGI-
3(SG) konserviert sein sollte (siehe Abbildung 5.4, Teil C). Signale in Positionen für 
signifikante ORFs, z. B. C56 – C63, C96 – C100 oder C110 und C111, konnten auch nicht 
aus Homologien zur pKLC102-DNA resultieren (vgl. Kapitel 3.3.2). Daher scheint in SG17M 
eine dritte partiell konservierte Geninsel vorzuliegen, in der noch größere Abschnitte 
Homologien zu PAGI-2(C) aufweisen als in den bereits bekannten Geninseln dieses Stammes. 
Für den Stamm TB ergab sich nach der Hybridisierung ein ähnliches Signalmuster wie für 
SG17M (siehe Abbildung 5.4, Teil B). Im Genom von TB schien demnach ebenfalls 
mindestens eine PAGI-2(C)-ähnliche Geninsel integriert zu sein, wie nach der Identifizierung 
C47-homologer DNA vorausgesagt worden war (siehe Kapitel 5.1). Zumindest für diesen 
Stamm hatte sich damit bestätigt, dass die Konservierung von ORF C47 als Indikator für die 















mit genomischer DNA von P. aeruginosa
SG17M und TB.
A: Signalmuster für SG17M
B: Signalmuster für TB
C: Signalmuster für SG17M, verglichen mit dem
Muster konservierter ORFs in PAGI-2(C) und
PAGI-3(SG). Die Positionen erwarteter










5:4 Makroarray-Analyse von Stämmen aus der P. aeruginosa Auswahl  
Mit Hilfe der Makroarrays wurden die 31 Stämme der P. aeruginosa Auswahl untersucht, in 
deren Genom durch Hybridisierungsexperimente Homologe zum Indikator-ORF C47 
nachgewiesen worden waren (siehe Kapitel 5.1). Dabei wurden für alle 31 Stämme 
Signalmuster detektiert, die auf größere PAGI-2(C)-ähnliche Abschnitte und damit auf 
vergleichbare (partiell) konservierte Geninseln im jeweiligen Genom hinwiesen. Beispiele der 
Hybridisierungsergebnisse sind in Abbildung 5.5 dargestellt.  
Viele Signalmuster ähnelten denen, die für die Stämme SG17M oder TB detektiert worden 
waren und wiesen außer in den Positionen C1 und C4 (und eventuell den falsch positiven 
Signalen in C2 und C10) keine Signale im oberen Bereich des Makroarrays auf. Im unteren 







Abbildung 5.5: Makroarrays hybridisiert mit genomischer DNA von P. aeruginosa - Stämmen
(Beispiele). 
Dargestellt sind die Signalmuster für sechs Stämme aus der P. aeruginosa Auswahl. 
A:  Stamm 3      B:  Stamm 15 C:  Stamm 33 D:  Stamm 54 E:  Stamm 55 F: Stamm 63 
Die Pfeile in A markieren die Positionen C2 und C10, in denen falsch positive Signale auf den
älteren Membranen auftraten. 
 
Für viele Stämme wurden Signale in allen Positionen detektiert, bei anderen fehlten Signale 
auf einzelnen oder mehreren benachbarten DNA-Punkten der Membran, auch die relativen 
Signalintensitäten in den einzelnen Punkten variierten von Stamm zu Stamm. 
Eine detaillierte Übersicht der Hybridisierungsergebnisse bzw., daraus abgeleitet, der 





ORF Stämme der P. aeruginosa Auswahl
in PAGI-2(C) 3 7 9 14 15 16 21 22 23 24 25 26 29 33 35 45 46 48 49 50 52 53 54 55 56 60 62 63 64 67 70
C1 x x x x x x x x x ? x x x x x x x x x ? x ? x x ? x x x x x
C2 x x ? x
C4 x x ? ? x ? x ? ? x x x x x ? x
C5 x x x x x
C6 x x x x x
C7 x x x x x
C8 x x x x x
C10 x x x x x
C12 x x x x x
C13 x x x x x
C14 x x x x x
C18 x x x x x
C20 x x x x x
C21 x x x x x
C22 x x x x x
C23 x x x x x
C25 x x x x x
C26 x x x x x
C27 x x x x x
C29 x x x x x
C30 x x x x x
C31 x x x x x
C32 x x x x x
C33 x x x x x
C34 x x x x x
C35 x x x x x
C36 x ? x ? ? x ? x x ? x ? ? x ? x x x ? ? ? ? x
C37 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x x x x
C38 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C39 x x x x x x x ? x x ? x x ? x x x x ? ? x x x x ? x ? x x x
C40 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C42 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x x
C43 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x x
C44 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C45 x x x x ? x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x
C46 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C47 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C49 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C50 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x x
C51 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C52 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C54 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C55 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C56 ? x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C57 x x x x x x x x x x x x x ? x x x x x x x x x x
C58 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C59 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C61 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C62 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C63 x x x x x x x ? x x x x x ? ? x ? ? x x ? x x x
C64 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x x
C65 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C66 ? x x x ? x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x ? x ? x x
C67 x x x x ? x x x x x x ? x ? x x x x x x x x ? x x ? x ? x x
C70 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C71 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C72 x x x x x x x x x ? x x x x x x x x x ? x x x x ? x x x x x
C73 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C74 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C75 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C76 x x ? x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C77 x x ? x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C78 x x x x x x x x x x x x x x ? ? x x x x x x x x ? x x x x x
C79 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C80 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x x x
C81 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C82 x x ? x x x x ? ? x x x x x x x x ? ? x x
C83 x x ? x x x x ? ? x x x x x x x x ? ? x x
C84 x x x ? x x x ? ? x x ? x x x x x x x x x x x x x x x ? x x x
C85 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x ? ? x x
C89 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C90 x x x x x x x x x x ? x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C91 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C92 x x ? x x x x ? x x x x x x x x x x x ? x ? x x
C93 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C94 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C95 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x x x x x x x ? x x
C96 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C97 x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x x x x x x x x x
C98 x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? x x x x ? x x ? x x
C99 x x x x x x x ? x x x x x x x ? x x ? x x x x ? x x x ? x x
C100 ? x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C101 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C102 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C103 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C104 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C105 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C106 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C107 x x x x ? x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C108 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
C110 x x x x x x x ? x x x x x x x x x x x x x x ? ? x x x
C111 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x ? ? x ? x x
x
 
Tabelle 5.4: Ergebnisse der Makroarray-Analysen von  Stämmen der P. aeruginosa Auswahl.   
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zu Tabelle 5.4  (vorige Seite): 
x: ORF in diesem Stamm konserviert    ?: Konservierung fraglich, kein eindeutiges 
Hybridisierungssignal. 
Wenn zwei ORFs in einem DNA-Punkt des Arrays repräsentiert waren (C54 und C55, C76 und C77, 
C82 und C83), wurden Hybridisierungssignale nicht weiter differenziert und beide ORFs als 
konserviert bewertet. Die jeweils nur auf einigen Makroarrays repräsentierten C68 und C69 sind in der 
Tabelle nicht dargestellt, da kein Konservierungsvergleich für alle Stämme möglich war. 
 
Die Stämme 53, 55 und 70 wiesen ebenso wie die Positivkontrolle Stamm 49 ( = Stamm C) 
Signale in allen 91 Positionen des Makroarrays auf. In diesen Stämmen lag demnach eine 
Kopie der kompletten PAGI-2(C)-Geninsel mitsamt des großen vermeintlichen spezifischen 
Bereichs vor. Dieser spezifische Bereich war auch in Stamm 54 konserviert, die komplette 
Geninsel schien in dessen Genom aber nicht integriert zu sein, da für einige Bereiche keine 
homologe DNA detektiert werden konnte. In Stamm 54 schien demnach eine Sonderform der 
Insel PAGI-2(C) vorzuliegen.  
Die wenigsten Signale wurden für Stamm 63 detektiert. In diesem Stamm fehlten scheinbar 
mehrere ORFs, die in allen anderen Stämmen konserviert waren (C50 – C55, C70, C89), 
zudem waren in vielen Positionen des Makroarrays nur sehr schwache Signale aufgetreten, 
was auf einen geringeren Konservierungsgrad einiger homologer ORFs hindeutete. Im Genom 
von Stamm 63 schien demnach eine PAGI-2(C)-ähnliche Insel enthalten sein, die entweder 
weniger konservierte Abschnitte als anderer Beispiele aufwies, oder in der konservierte 
Abschnitte vorlagen, die aufgrund von zu geringerer Ähnlichkeit der DNA-Sequenzen mit 
dem angewandten Hybridisierungsverfahren nur teilweise detektiert werden konnten. 
Durch Vergleich der Konservierungsmuster der verschiedenen Stämme konnten auch einzelne 
ORFs und größere Abschnitte von PAGI-2(C) bestimmt werden, die in allen analysierten 
Stämmen konserviert zu sein schienen, so z. B. die ORFs C40, C42 – C55 (Ausnahme: 
Stamm 63), C71, C74/C75, C81, C91, C94 oder C101 – C108 (Ausnahme: Stamm 60). 
Homologe zu diesen ORFs waren auch in der sequenzierten Geninsel PAGI-3(SG) und in der 
SpB-Insertion identifiziert worden (siehe Kapitel 1.3; 4.2.1). 
Für andere Bereiche variierte das Vorkommen homologer DNA von Stamm zu Stamm. Zu 
diesen Abschnitten gehörten z. B. die ORFs C56 – C63, C82/C83, C92 und C110/C111. 
Entsprechende Homologe zu C56 – C63 oder C92 fehlten auch in PAGI-3(SG) und der SpB-
Insertion. Auch Signale für C4 und C36 – C39 fehlten für einige Stämme, für andere waren 
nur schwache oder sogar fragliche Signale aufgetreten. Homologe zu diesen ORFs schienen 
daher häufig variablere Sequenzen mit geringeren Ähnlichkeiten aufzuweisen. 
Eine Besonderheit zeigte noch das Signalmuster für Stamm 15, da kein Signal in der Position 
des Integrase-Gens C1 detektiert werden konnte. Dies deutete daraufhin, dass in der Geninsel 
von Stamm 15 vermutlich ein Integrase-Gen anderen Typs ohne Sequenzhomologien zu C1 
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lokalisiert war. Ein vergleichbarer Fall lag im Plasmid pKLC102 vor, dessen Integrase-Gen 
xerC ebenfalls keine Homologien zu Sequenz von C1 aufwies. 
 
Diese Ergebnisse bestätigten das Bild von PAGI-2(C)-ähnlichen Geninseln, das sich schon 
nach den Vergleichen der sequenzierten Beispiele angedeutet hatte. Die Geninseln scheinen 
zu einer weitverzweigten „Familie“ zu gehören, deren Vertreter unterschiedlich viele 
Gemeinsamkeiten aufweisen können. Der Umfang der zwischen zwei verwandten Geninseln 
konservierten Bereiche ist variabel, einige Abschnitte scheinen aber obligatorisch konserviert 
zu sein. Diese könnten eine Art Grundgerüst dieser „Familie“ von Geninseln darzustellen, das 
auf einen möglichen gemeinsamen Vorläufer hinweist. Andere Bereiche wären dann während 
der Entwicklung verschiedener Subgruppen mosaikartig integriert worden und treten daher 
nur in einem Teil der Geninseln auf. Diese Abschnitte sind dann nur in den Genomen von 
Bakterien detektierbar, in die näher verwandte Geninseln integriert worden sind. 
Die Hybridisierungsergebnisse zeigten, dass zu den obligat oder potentiell konservierten 
Bereichen der gesamte hintere Abschnitt der PAGI-2(C)-Geninsel mit den ORFs C36 – C111 
gehörte, außerdem noch der ORF C4 und das Integrase-Gen C1. Als spezifisch für PAGI-2(C) 
und damit als vermeintliches „Cargo“ dieser Insel (siehe Kapitel 1.3) konnten daher nur noch 
der vordere Bereich mit den ORFs C5 – C35 und eventuell die ORFs C2 und C3 definiert 
werden. 
 
Generell sind Vertreter der „Familie“ PAGI-2(C)-ähnlicher Geninseln in Stämmen der 
Spezies Pseudomonas aeruginosa offensichtlich weit verbreitet. Durch die Makroarray-
Hybridisierungen konnten solche Geninseln in über 40 % der analysierten Stämme detektiert 
werden, wobei alle Stämme mit C47-homologer DNA am Ende auch (mindestens) eine 
Geninsel aufwiesen. Ob dieser Zusammenhang allerdings verbindlich ist, bleibt unklar, da das 
Auftreten von partiell konservierten PAGI-2(C)-ähnlichen Geninseln ohne einen C47-
homologen ORF nicht generell ausgeschlossen werden kann. 
5.5 Quantitative Analyse der Makroarray-Hybridisierungen 
5.5.1 Standardisierung und Differenzierbarkeit der Makroarray-Signale: 
Die Intensitäten der einzelnen Signale, die nach den Hybridisierungen der Makroarrays 
detektiert wurden (siehe voriges Kapitel), waren, außer von experimentell bedingten 
Einflüssen, von zwei Eigenschaften der analysierten genomischen DNA abhängig: zum einen 
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von der Anzahl homologer Abschnitte in dieser DNA, zum anderen vom Grad der 
Sequenzidentität zwischen den homologen Abschnitten und der auf den Makroarrays fixierten 
DNA. Eine quantitative Analyse der Signalintensitäten könnte demnach Rückschlüsse auf die 
Anzahl der PAGI-2(C)-ähnlichen Geninseln in den untersuchten Stämmen, die in den 
einzelnen Inseln vorliegenden homologen ORFs und deren Konservierungsgrad ermöglichen. 
Voraussetzung für solche Analyse war zunächst eine Editierung der gemessenen Werte zur 
Berücksichtigung der experimentellen Einflüsse auf die Signalintensitäten (siehe Material und 
Methoden, Kapitel 2.4.7). Von den gemessenen Absolutwerten wurden daher zunächst 
Hintergrundwerte subtrahiert, bevor sie dann in relative Signalintensitäten umgerechnet 
wurden. Für diese Werte war eine weitere Standardisierung erforderlich, um die Einflüsse der 
unterschiedlichen Mengen und Qualitäten der PCR-Produkte in den einzelnen Makroarray-
Positionen zu berücksichtigen. Diese Standardisierung erfolgte anhand der 
Hybridisierungsergebnisse für Ralstonia metallidurans CH34 (siehe Abbildung 5.6). Im 
Genom dieses Stammes war eine Kopie der kompletten PAGI-2(C)-Insel mit nahezu 100 % 
Sequenzidentität detektiert worden (siehe Kapitel 6.1), so dass bei Hybridisierungen 
Unterschiede in den Signalintensitäten allein auf die auf den Arrays fixierte DNA 
zurückzuführen waren. Die relativen Signalintensitäten für R. metallidurans CH34 wurden 




Abbildung 5.6: Makroarrays hybridisiert mit genomischer DNA von R. metallidurans CH34. 
A:  Hybridisierung mit Wildtyp   B:  Hybridisierung mit Derivat AE3 
 
Für die Berechnung dieser Faktoren wurden die Ergebnisse mehrerer Makroarray-
Hybridisierungen mit dem Stamm CH34 herangezogen (mit dem Wildtyp und mit mehreren 
Derivaten, die ebenfalls die komplette Geninsel aufwiesen, siehe Kapitel 6.1). Für die 
relativen Signalintensitäten aus diesen Experimenten (Verhältnis gegen das Signal in Position 
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C92) wurden Mittelwerte errechnet. Dadurch ergaben sich folgende 





















1 C1 0,357 32 C42 0,665 62 C76/77 0,691
2 C2 0,251 33 C43 0,672 63 C78 0,380
3 C4 0,411 34 C44 0,975 64 C79 0,467
4 C5 0,224 35 C45 0,238 65 C80 0,810
5 C6 0,247 36 C46 0,392 66 C81 1,111
6 C7 0,548 37 C47c 0,484 67 C82/83 0,200
7 C8 0,397 38 C47d 0,584 68 C89 0,840
8 C10 0,120 39 C49 0,335 69 C90 0,422
9 C12 0,893 40 C50 0,220 70 C91 0,552
10 C13 0,584 41 C51 0,401 71 C92 1,000
11 C14 1,968 42 C52 0,258 72 C93 0,557
12 C18 1,175 43 C54/55 0,176 73 C94 0,611
13 C20 1,071 44 C56 1,023 74 C95 0,846
14 C21 0,816 45 C57 0,825 75 C96 0,560
15 C22 0,867 46 C58 0,616 76 C97 0,461
16 C23 0,851 47 C59 0,638 77 C98 0,866
17 C25 0,684 48 C61 0,805 78 C99 0,900
18 C26 0,776 49 C62 0,775 79 C100 0,839
19 C27 0,924 50 C63 0,064 80 C101 0,719
20 C29 0,620 51 C64 0,307 81 C102 0,515
21 C30 0,834 52 C65 0,670 82 C103 0,514
22 C31 0,569 53 C66 0,089 83 C104 0,739
23 C32 0,752 54 C67 0,086 84 C105 0,899
24 C33 0,874 55 C68 0,262 85 C106 0,375
25 C34 0,574 56 C70 0,442 86 C107 0,274
26 C35 0,821 57 C71 0,842 87 C108 0,847
27 C36 0,938 58 C72 0,191 88 C110 0,729
28 C37 0,545 59 C73 0,279 89 C111 0,931
29 C38 0,947 60 C74 0,584 90 C84 1,771
















Tabelle 5.5: Standardisierungsfaktoren (Std.-faktor) für quantitative Analysen der Makroarray-
Ergebnisse, ermittelt aus Hybridisierungen mit Ralstonia metallidurans CH34. Die Werte geben 
relative Signalintensitäten im Verhältnis zum Signal in Position 71 (C92) an. Niedrige Standards, die 
aus sehr schwachen Hybridisierungssignalen resultierten, sind grau hervorgehoben. Den einzelnen 
Positionen im Array wurden für die weiteren Analysen fortlaufende Nummern zugeordnet.  
 
Aufgrund schwacher Hybridisierungssignale ergaben sich für einige Positionen sehr niedrige 
und ungenaue Standardisierungsfaktoren (siehe Tabelle 5.5). Für die Analysen der 
Signalintensitäten aus Hybridisierungen mit P. aeruginosa Stämmen wurden deren Werte 
durch diese Faktoren dividiert, so dass die Resultate für die bezeichneten Positionen sehr stark 
fehlerbehaftet waren. 
Bei der Bestimmung der Standardisierungsfaktoren hatten sich außerdem Schwankungen der 
relativen Signalintensitäten in den verschiedenen Ralstonia-Experimenten gezeigt. Diese 
wiesen zum einen auf generelle Ungenauigkeiten der Faktoren hin, verdeutlichten aber vor 
allem, dass die Fehlerbreite bei der Detektion und Quantifizierung der Hybridisierungssignale 
zu groß sein würde, um anhand der Signalintensitäten letztendlich verlässliche Werte für 
unterschiedliche Sequenzidentitäten der hybridisierten DNA errechnen zu können. Die zu 
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erwartenden Unterschiede in den Signalintensitäten würden zumindest teilweise von den 
experimentell bedingten Fehlern überlagert werden. 
Die Hybridisierungen von Makroarrays mit markierter DNA des Klon C Plasmids pKLC102 
und des Klon K Plasmids pKLK106 bestätigten diese Annahme. In pKLC102 waren nach den 
Annotationsergebnissen 36 ORFs mit Homologien zu PAGI-2(C)-ORFs lokalisiert (siehe 
Tabelle 3.3). Diese homologen Abschnitte waren in 35 Positionen des Makroarrays 
repräsentiert. Dieselben Bereiche sollten auch in pKLK106 konserviert sein, wenn auch dort 
eventuell mit unterschiedlich hohen Homologien. Am Beispiel von pKLC102 konnte damit 
der Zusammenhang zwischen Sequenzidentität und der Signalstärke betrachtet werden. 
Plasmid pKLC102
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
Plasmid pKLK106
Abbildung 5.7: Übersicht der Makroarray-Hybridisierungsergebnisse für pKLC102 und
pKLK106.   
Dunkelgraue Positionen: Deutliche Hybridisierungssignale    
Hellgraue Positionen : schwache und fragliche Signale 
 
Für pKLC102 konnten nur in 26 Positionen mit homologer DNA Signale detektiert werden 
(siehe Abbildung 5.7). In den übrigen neun Positionen schien die Homologie zwischen der 
DNA auf der Membran und den entsprechenden Abschnitte auf pKLC102 nicht hoch genug 
zu sein, so dass keine Hybridisierung erfolgte. Für das ähnliche Plasmid pKLK106 schien der 
Grad der Homologie im Durchschnitt sogar noch geringer zu sein, da nur 12 
Hybridisierungssignale detektiert wurden. 
Für die Sequenzidentitäten zwischen der pKLC102-DNA und den betreffenden auf dem 
Makroarray fixierten PCR-Produkten wurden dann genaue Werte ermittelt. Eine Auftragung 



























Abbildung 5.8: Vergleich der Signalintensitäten für pKLC102 mit der Sequenzidentität der
homologen DNA. 
Auf der Ordinate sind die (standardisierten) relativen Signalintensitäte aus der Makroarray-
Hbridisierung mit pKLC102 aufgetragen, auf der Abzisse der Grad der Sequenzhomologie
zwischen pKLC102 und der DNA auf dem Array. Für die Homologie wurde ein “score” 
angegeben, der einen Absolutwert für die Länge und die Identität ähnlicher Sequenzen darstellt

















Die Signalintensitäten stiegen nicht kontinuierlich mit steigendem Konservierungsgrad der 
DNA, sondern schwankten bei geringerer Homologie („score“ unter 1000, siehe Abbildung 
5.8) in einem niedrigen Intensitätsbereich. Eine Zuordnung zu bestimmten Graden der DNA-
Konservierung war nicht möglich. Bei höherer Homologie stiegen die Signalintensitäten stark 
an, konnten aber auch in diesem Bereich nicht genauer nach Sequenzidentität differenziert 
werden. Der Übergang von schwächeren zu stärkeren Signalen schien ab einer Identität der 
Sequenzen von 70 – 75 % zu erfolgen. Dies entsprach den Erfahrungen aus den 
Hybridisierungsexperimenten mit den Sonden C47c und C47d, bei denen ein sehr starker 
Rückgang der Signalintensitäten für homologe Sequenzen mit einer Identität von unter 80 % 
beobachtet worden war (siehe Tabelle 5.3). 
Eine detaillierte quantitative Analyse der Signale zur Bestimmung des Konservierungsgrades 
und der Kopienzahl der auf den einzelnen Positionen des Arrays hybridisierten DNA war 
demnach nicht möglich.  
5.5.2 Klassifizierung von Inseltypen anhand der Makroarray-Ergebnisse: 
Anstelle der detaillierten quantitativen Analyse einzelner Signale aus den Makroarray-
Experimenten erfolgte eine semi-quantitative Betrachtung der gemessenen Intensitäten. Mit 
dieser Analyse sollten die einzelnen PAGI-2(C)-artigen Geninseln, die in den 31 
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P. aeruginosa Stämmen enthalten waren, näher charakterisiert und verschiedenen Typen von 
Geninseln zugeordnet werden. 
Die ermittelten absoluten Signalintensitäten aus den einzelnen Experimenten wurden dafür, 
wie für die quantitative Analyse beschrieben, editiert: 
- Subtraktion der Hintergrundwerte aus einzelnen Experimenten (siehe Kapitel 2.4.7) 
- für alle als positiv gewerteten und fraglichen Signale Errechnung von relativen 
Signalintensitäten (Verhältnis zur mittleren Signalintensität des jeweiligen Experiments) 
- bei Hybridisierungen, die mit älteren Makroarrays hybridisiert wurden, Umrechnung der 
relativen Signalintensitäten mit Korrekturfaktoren, um die auf älteren und neueren Arrays 
gemessenen Werte vergleichen zu können (siehe Kapitel 5.2) 
- für die einzelnen Positionen im Array Division der relativen Signalintensitäten durch die 
„Standardisierungsfaktoren“ (siehe Tabelle 5.5) 
 
Diese editierten relativen Signalintensitäten wurden gegen die einzelnen Positionen im 









































Abbildung 5.9: Auftragung der editierten relativen Signalintensitäten gegen die Positionen im
Makroarray. 
Als Beispiel ist die Auftragung der Ergebnisse für P. aeruginosa Stamm 62 dargestellt. 
 
Auch wenn die aufgetragen Werte aufgrund der verwendeten Methode zur Bestimmung der 
Signalintensitäten und der Verwendung ungenauer Korrekturfaktoren bei der Editierung 
fehlerbehaftet waren (siehe Kapitel 5.5.1), repräsentierte die Form dieser Kurven doch die 
Charakteristika der Geninseln in den analysierten Stämmen. Diese Form unterschied sich für 
die verschiedenen Inseln je nachdem, welche ORFs aus PAGI-2(C) gar nicht oder nur mit 
geringerer Sequenzidentität konserviert waren, und sollte für die verschiedenen Geninseln 
jeweils charakteristische Bereiche mit niedrigen Werten bzw. Nullwerten für die relativen 
Signalintensitäten aufweisen.  
Beim Vergleich der Kurven für die 31 analysierten P. aeruginosa Stämme wurden die Werte 
für bestimmte Positionen des Makroarrays nicht beachtet: 
- Position 1 (C1), da auch DNA, die nicht aus PAGI-2(C)-ähnlichen Geninseln stammte, in 
dieser Position hybridisieren könnte und die gemessen Signalintensitäten dann nicht 
spezifisch wären (siehe Kapitel 5.3) 
- Positionen 90 und 91 (C84 und C85), da zu den entsprechenden ORFs mehrere Homologe 
in R. metallidurans CH34 existierten und somit für die Editierung dieser Signale keine 
geeigneten Standardisierungsfaktoren vorlagen 
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- Positionen 43, 50, 53, 54, 58, 61 und 67 aufgrund sehr niedriger Standardisierungs-
faktoren (siehe Tabelle 5.5), die zu überhöhten Werten für die editierten Signalintensitäten 
führen könnten (vgl. Abbildung 5.9, Maximum der Kurve in Position 61) 
- Positionen 2 und 8 (C2 und C10), wenn für die Experimente ältere Makroarrays 
verwendet worden waren, da in diesen Positionen falsch positive Signale auftraten (siehe 
Kapitel 5.2) 
Für die Bewertung der Kurven wurden die Ergebnisse der Hybridisierungen mit den Sonden 
C47c und C47d (siehe Kapitel 5.1) zugrunde gelegt. Durch Hybridisierungen 
restriktionsverdauter genomischer DNA mit diesen Sonden war für die P. aeruginosa Stämme 
die Anzahl der C47-Homologen bestimmt worden. Diese wurde mit der Anzahl PAGI-2(C)-
ähnlicher Geninseln gleichgesetzt. Demnach lagen in den 31 Stämmen folgende Anzahlen 
(partiell) konservierter Geninseln vor, deren kombinierte Charakteristika den Verlauf der 
Intensitätskurven bestimmten: 
 
Anzahl der Geninseln P. aeruginosa Stämme 
1 3, 7, 9, 15, 21, 22, 23, 26, 54, 56, 63, 70 
2 14, 16, 24, 46, 48, 53, 55, 60, 62, 64, 67 
3 
25, 29, 33, 35, 45, 52, 
50 ( = SG17M, evtl. mehr als 3 Inseln) 
4  49 ( = C, evtl. mehr als vier Inseln) 
 
Tabelle 5.6: Vorhergesagte Anzahl PAGI-2(C)-artiger Geninseln in den P. aeruginosa Stämmen. 
 
Für die in 12 Stämmen einzelnen vorliegenden Geninseln wurden anhand der 
Signalintensitätskurven die Konservierungsmuster bestimmt (siehe Abbildung 5.10). Anhand 
signifikanter Unterschiede in diesen Mustern wurden vier verschiedene Inseltypen definiert 
und die 11 verschiedenen Geninseln (das Muster für die Inseln in den Stämmen 23 und 56 









C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99





C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54 /55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76 /77 C78 C79 C80 C81 C82 /83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76 /77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C69 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C69 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C69 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76//77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C69 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99

















































Abbildung 5.10: Konservierungsmuster der definierten Inseltypen im Vergleich zu PAGI-2(C)-ORFs. 





Inseltyp Subtyp Stamm Anmerkungen
1 1a 70 scheinbar identisch mit PAGI-2(C)
1 1b 7 fast wie 1d
1 1c 9 fast wie 1e
1 1d 21 fast wie 1b
1 1e 22 fast wie 1c
1 1f 26
3 3a 3













Tabelle 5.7: Definierte Typen PAGI-2(C)-artiger Geninseln in P. aeruginosa Stämmen. 
Im Genom der jeweiligen Stämme lag keine weitere ähnliche Geninsel vor. 
 
Für Stämme mit mehr als einer Insel repräsentierte die Form der Signalintensitätskurve eine 
Kombination der einzelnen Konservierungsmuster, bei homologer DNA in den verschiedenen 
Inseln setzten sich die Signale in den einzelnen Positionen des Makroarrays additiv 
zusammen. Für die Bewertung dieser Kurven und die Zuordnung von Inseltypen wurde 
versucht, Merkmale der bereits bekannten Konservierungsmuster innerhalb der 
Kurvenverläufe zu identifizieren. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in Tabelle 5.8 
aufgeführt. 
Bei zwei Geninseln konnten zumeist ein oder zwei der bereits beschriebenen Muster 
innerhalb dieser Kombination identifiziert werden, dem jeweiligen Stamm wurden die 
entsprechenden Inselsubtypen zugeordnet. Die nicht identifizierbaren Muster wiesen alle 
Ähnlichkeiten zu charakteristischen Punkten der Muster von Typ 1 Geninseln auf, daher 
wurden für diese Fälle neue Subtypen (1g – 1k, siehe Tabelle 5.8) definiert. Genaue 
Konservierungsmuster wie für die Subtypen 1a – 1f konnten aus den additiv 
zusammengesetzten Signalen nicht erstellt werden. 
Bei drei oder mehr Geninseln wurden die Kombinationen der Konservierungsmuster so 
komplex, dass darin nur noch vereinzelt die Muster von definierten Subtypen identifiziert 
werden konnten. Die meisten Inseln in diesen Stämmen konnten nur grob zugeordnet oder 













ATCC 15522 3 1 3a
ATCC 33348 7 1 1b
ATCC33364 9 1 1c
AL5846 15 1 4
MF 6 21 1 1d
PD 1 22 1 1e
RN 4 23 1 3b
Va 26232 26 1 1f
PT 20 54 1 3c
PT 36 56 1 3b
PAK 63 1 5
DSM1128 70 1 1a
A 5803 14 2 1c, 1e
2733/92 16 2 1b, 1d
RP 1 24 2 1b, 1b
ZW 113 46 2 3a, 3b
ZW 119 48 2 1e, 1e
PT 12 53 2 1a, 3b
PT 22 55 2 1a, 1h
Gr 2248 60 2 1i, 1j
892 62 2 1b, 1e
HJ2 64 2 3b, 4
K9 67 2 1e, 1k
Va 24437 25 3 (3 Inseln unklassifiziert)
DM 29 3 1e, 1g (eine weitere unklassifiziert)
ZW 43 33 3 3b (zwei weitere unklassifiziert)
ZW 54 35 3 1b (zwei weitere ähnlich Typ 1)
ZW 102 45 3 (3 Inseln ähnlich Typ 1)
SG31 (SG17M) 50 3? 2a, 2b, 3a
PT 6 52 3 (3 Inseln ähnlich Typ 1)
























Tabelle 5.8: Klassifizierung der PAGI-2(C)-artigen Geninseln in den Genomen von 31 P. aeruginosa 
Stämmen. Die Klassifizierung erfolgte durch Analyse der Hybridisierungsmuster auf  PAGI-2(C)-
Makroarrays. 
 
Bei den Stämmen 49 und 50 (C und SG17M) flossen in die Zuordnung der Inseltypen die 
Kenntnisse über bereits sequenzierte Geninseln mit ein: Für Stamm 50 wurde einmal der 
Subtyp 3a identifiziert, andere bereits bekannte Konservierungsmuster waren nicht zu 
erkennen. Die beiden nicht definierten Geninseln schienen sehr ähnliche Muster aufzuweisen. 
Eines dieser Muster wurde der im Genom von Stamm 50 lokalisierten Insel PAGI-3(SG) 
zugewiesen, deren konservierte Abschnitte auf dem Makroarray detektiert werden sollten. 
PAGI-3(SG) wurde daher als neuer Subtyp 2a unter den partiell konservierten Geninseln 
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definiert, die dritte Insel aus Stamm 50 aufgrund des vermeintlich ähnlichen 
Konservierungsmusters als Subtyp 2b.  
 
Für Stamm 49 wurde neben der Insel PAGI-2(C) selbst (Subtyp 1a) das Muster einer Typ 4 
Insel identifiziert. Diese Insel lag einzeln im Stamm 15 vor. Für diesen Stamm waren in den  
Hybridisierungsexperimenten mit der C47c- und der C47d-Sonde die gleichen Signalmuster 
wie für den ORF BR32 aus der SpB-Insertion in Stamm C (aus SpB-Contig 1, siehe Kapitel 
4.2.5) detektiert worden (siehe Tabelle 5.2). Dies deutete darauf hin, dass mit dem 
Konservierungsmuster des Typs 4 in Stamm 49 der eine konservierte Abschnitt der SpB-
Insertion identifiziert worden war. Für zwei weitere vorhergesagte Geninseln in Stamm 49 
konnte anhand der Signalintensitätskurve keine Aussagen über deren Konservierungsmuster 
getroffen werden. Möglich wäre, dass der zweite konservierte Bereich in der SpB-Insertion 
(linker Teil) und die integrierte Plasmid-DNA pKLC102 diese beiden Inseln darstellen. Bei 
Hybridisierung eines Makroarrays mit pKLC102-DNA waren allerdings zumeist nur 
schwache Signale detektiert worden, für einige homologe Abschnitte auch gar keine Signale 
(siehe Abbildungen 5.7 und 5.8). Das Konservierungsmuster eines solchen Inseltyps würde 
daher in der Signalintensitätskurve von denen der anderen Inseln im Genom von Stamm C 
leicht überlagert werden. 
 
 
Insgesamt betrachtet gehörten von den PAGI-2(C)-ähnlichen Geninseln in den analysierten 
Stämmen die meisten zum Typ 1 (siehe Tabelle 5.8). Inseln dieses Typs, dem auch PAGI-
2(C) selbst als Subtyp 1a zugeordnet wurde, schienen demnach innerhalb der Spezies 
P. aeruginosa weit verbreitet zu sein. Ebenfalls häufiger identifiziert wurden auch Inseln des 
Typs 3. Beim Vergleich der Konservierungsmuster der verschieden Inseltypen und –subtypen 
wiesen die Vertreter des Typs 3 auch die größten Ähnlichkeiten zu den verschiedenen Typ 1 
Inseln auf (siehe Abbildung 5.11). Als signifikanter Unterschied war in den Typ 3 Geninseln 
nur ein Block von 8 ORFs (C56 – C63, siehe Abbildung 5.10) gegenüber den Vertretern des 
Typs 1 nicht konserviert. Eine Besonderheit stellte dabei die Typ 3 Geninsel aus Stamm 54 
dar (Klassifiziert als Subtyp 3c), in der scheinbar auch der große spezifische Bereich von 


















Länge der Verzweigungen (Differenz der Anzahl
detektierter PAGI-2(C)-homologer ORFs)
0 1   3         7
Abbildung 5.11: Vergleich der Konservierungsmuster der definierten Inseltypen, dargestellt als
Dendrogramm (unrooted tree).  
Die Länge der Verzweigungen gibt die Unterschiede in der Anzahl PAGI-2(C)-homologer ORFs
an, die mit Hilfe der Makroarrays detektiert wurden. Verglichen wurden die
Hybridisierungsmuster der 11 genau definierten Subtypen (siehe Tabelle 5.7 und Abbildung
5.10) und der Plasmide pKLC102 und pKLK106 (Typen P1 und P2; siehe Abbildung 5.7). 
 
Die Konservierungsmuster der Inseltypen 4 und 5 wiesen, ebenso wie die der Plasmide 
pKLC102 und pKLK106, weniger konservierte ORFs gegenüber PAGI-2(C) auf. Innerhalb 
der Stämme mit einer oder zwei Geninseln, für die Konservierungsmuster gut zu 
identifizieren waren, konnte nur in Stamm 63 eine Typ 5 Insel detektiert werden, der 
Inseltyp 4 nur in den Stämmen 15 und 64 (sowie im Stamm 49 (vier Inseln)). Die 
verschiedenen definierten Inseltypen waren demnach in den 31 P. aeruginosa Stämmen nicht 




6 PAGI-2(C)-artige Geninseln in anderen Stämmen und 
Spezies 
Bereits bei der Annotation der ORFs aus den Geninseln PAGI-2(C) und PAGI-3(SG) hatten 
sich erste Hinweise darauf ergeben, dass zu konservierten ORFs aus diesen beiden Inseln 
auch Homologe in anderen Spezies existieren können. Zu einigen der konservierten ORFs 
waren Homologe im Genom des Pflanzenpathogens Xylella fastidiosa 9a5c gefunden worden 
(Larbig et al., 2002). Zu vielen der konservierten ORFs aus den Geninseln fehlten aber 
Homologe in dieser Spezies (s. u.). Als im Laufe der letzten Jahre immer mehr Sequenzdaten 
bakterieller DNA in den Datenbanken verfügbar wurden, zeigte sich, dass auch in anderen 
Stämmen und Spezies ähnliche DNA-Abschnitte bzw. putative Gene wie in PAGI-2(C), 
PAGI-3(SG), pKLC102 oder in der SpB-Insertion von P. aeruginosa konserviert waren. 
Durch Analyse von Sequenzen aus der Datenbank, Vergleiche mit den P. aeruginosa 
Geninseln und Detektion konservierter DNA mit Hilfe der Makroarrays (siehe Kapitel 5.4) 
konnte nachgewiesen werden, dass in anderen Spezies nicht nur wenige DNA-Abschnitte aus 
PAGI-2(C) konserviert sind, sondern dass auch dort vergleichbare teilkonservierte Geninseln 
in den Genomen vorliegen. Die verschiedenen identifizierten Beispiele sind in den folgenden 
Abschnitten beschrieben. Als Grundlage für die Darstellungen konservierter DNA-Abschnitte 
und Gene wurde dabei die Ähnlichkeit mit der PAGI-2(C)-Sequenz bzw. mit den darin 
lokalisierten ORFs gewählt. 
6.1 PAGI-2(C)-artige Geninseln in Ralstonia 
Bei Datenbankvergleichen der Nukleotidsequenzen von einigen PAGI-2(C) ORFs wurden 
Abschnitte mit 100 % Sequenzidentität im Genom des Bakteriums Ralstonia metallidurans 
CH34 detektiert. Durch Vergleiche mit der Sequenz der gesamten Geninsel wurde dann 
überraschend festgestellt, dass im Genom dieses Ralstonia Stammes eine nahezu identische 
Kopie der PAGI-2(C)-Geninsel vorlag. Diese Kopie war ebenfalls neben einem tRNAGly-Gen 
lokalisiert und wies über die gesamte Länge von 104954 bp lediglich 29 Abweichungen in der 
Basensequenz auf; die Sequenzidentität auf Nukleotidebene lag damit bei 99,97 % (Larbig et 
al., 2002). Weitere PAGI-2(C)-ähnliche DNA konnte nicht identifiziert werden. 
Das Auftreten einer identischen Kopie in Ralstonia (R.) metallidurans CH34 unterstützte die 
Hypothese, dass Geninseln wie PAGI-2(C) auf andere Stämme, auch über Spezies-Grenzen 
hinweg, übertragen werden können. Von der Taxonomie her gehört die Spezies Ralstonia 
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metallidurans zwar zur Gruppe der β-Proteobakterien, weist metabolisch aber Ähnlichkeiten 
zu Pseudomonaden auf. Trotzdem war das Vorkommen identischer Geninseln in den zwei 
Stämmen ungewöhnlich, da diese zu unterschiedlichen Zeiten aus sehr verschiedenen 
Lebensräumen isoliert worden waren. P. aeruginosa C war 1986 in Deutschland aus den 
Atemwegen eines Mukoviszidose-Patienten isoliert worden (Römling et al., 1994(B)), 
R. metallidurans CH34 im Jahr 1976 aus einem Wassertank einer Zink-Fabrik in Belgien 
(Mergeay et al., 1978). 
Der Ralstonia Stamm war resistent gegen eine Reihe verschiedener Schwermetallionen, unter 
anderem z. B. gegen Zn2+, Ni2+, Hg2+ oder Pb2+. Die Gencluster, die die beteiligten Proteine 
kodieren, waren auf zwei sog. „Megaplasmiden“ lokalisiert worden (Taghavi et al., 1997). Ob 
auch PAGI-2(C)-Genprodukte zu solchen Resistenzen beitragen konnten, blieb nach der 
Annotation unklar. Allerdings wiesen einige ORFs Ähnlichkeiten zu Schwermetallresistenz-
Genen auf (Larbig et al., 2002, siehe Einleitung, Kapitel 1.3; Mergeay et al., 2003). 
 
Zum damaligen Zeitpunkt war auch die Lokalisierung der PAGI-2(C)-Kopie im Genom von 
R. metallidurans LB34 noch nicht bekannt. Vermutet wurde, dass die Geninsel wie die 
diversen Resistenz-Gencluster auf einem der beiden Megaplasmide pMOL28 oder pMOL30 
lag. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurden PAGI-2(C)-Makroarrays mit DIG-markierter 
genomischer DNA des Stammes CH34 und dreier Derivate überprüft. In diesen drei Derivaten 
fehlten pMOL28 und/oder pMOL30 (Mergeay et al., 1985): 
   Derivat AE126: pMOL30 fehlt 
   Derivat AE128: pMOL28 fehlt 
   Derivat AE104: pMOL28 und pMOL30 fehlen 
Die Hybridisierungsergebnisse auf den Makroarrays (siehe Kapitel 5.5.1, Abbildung 5.6) 
waren aber in allen Fällen gleich. Für alle 91 Punkte des Arrays, die PAGI-2(C)-ORFs 
repräsentierten, konnten Signale mit ähnlichen Intensitätsverhältnissen in allen vier 
Experimenten detektiert werden. Das Vorkommen von PAGI-2(C)-DNA in R. metallidurans 
CH34 war demnach nicht von der Anwesenheit der Megaplasmide abhängig. Die Hypothese 
der Lokalisation der PAGI-2(C)-Geninsel auf einem der beiden Megaplasmide war widerlegt, 
die Geninsel müsste demnach im Chromosom des Stammes vorliegen. 
Parallel dazu wurde auch ein weiteres Derivat von R. metallidurans CH34 mit Hilfe eines 
PAGI-2(C)-Makroarrays analysiert. Dieses Derivat AE3 wies gegenüber dem CH34-Wildtyp 
einige Genomrearrangements auf, darunter Deletionen größerer DNA-Abschnitte (Taghavi et 
al., 1997). Auch nach Hybridisierung mit markierter genomischer DNA dieses Derivats 
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wurden auf dem Array vergleichbare Signale wie für den CH34-Wildtyp detektiert. Von den 
Deletionen war also die PAGI-2(C)-Geninsel weder vollständig noch teilweise betroffen. 
 
Die Intensitäten der Hybridisierungssignale, die mit markierter DNA vom 
R. metallidurans CH34-Wildtyp und von den Derivaten auf den Makroarrays erzielt wurden, 
wurden für die quantitative Auswertung von Makroarray-Analysen als Standardwerte 
verwendet (siehe Kapitel 5.5.1, Epidemiologie-Analysen). Aufgrund der (nahezu) identischen 
Sequenz der PAGI-2(C)-Kopien in P. aeruginosa C und R. metallidurans CH34 sollten in 
diesen markierten DNAs für alle auf den Makroarrays fixierten Sonden passende Gegenstücke 
in gleichen Mengen mit 100 % Sequenzidentität vorliegen. Variationen in den gemessenen 
Signalintensitäten sollten somit allein auf Unterschiede in den DNA-Punkten zurückzuführen 
sein, die auf den Membranen fixiert sind. 
 
Um zu untersuchen, ob das Auftreten von PAGI-2(C)-artiger DNA in Ralstonia Stämmen auf 
R. metallidurans CH34 beschränkt ist oder weiter verbreitet ist, wurden noch 7 weitere 
Ralstonia Isolate mit den Makroarrays analysiert. Bei diesen Stämmen handelte es sich um 
drei in Deutschland (KT01, KT02, KT21) und zwei in Belgien (CH42, CH79) isolierte 
Ralstonia metallidurans Stämme (Goris et al., 2001), sowie um zwei amerikanische Ralstonia 
Isolate (AE2700, AE2701), die vermutlich zur Spezies R. campiniensis gehören (nicht 
veröffentlicht). KT01, KT02 und KT21 waren dabei aus Abwasser bzw. Klärwerksanlagen 
isoliert worden, CH42 und CH79 zusammen mit CH34 aus einer Zink-Fabrik (s. o.).  
Die Isolate wurden, ebenso wie der Stamm R. metallidurans CH34 und dessen vier Derivate, 
zur Verfügung gestellt von Dr. Max Mergeay (Laboratory for Microbiology, Division Waste 
& Clean-up & Section of Radiobiology, Division Radioprotection, Belgian Nuclear Research 
Centre SKC/CEN, Mol, Belgien). 
 
Die Hybridisierungen zeigten für KT01, KT02, KT21, AE2700 und AE2701 vergleichbare 
Ergebnisse wie für CH34 (siehe Abbildung 6.1). Auf allen 91 PAGI-2(C)-Punkten konnten 
Signale detektiert werden, was auf eine vollständig konservierte PAGI-2(C)-Insel in diesen 
Stämmen hindeutete. Auch die ermittelten relativen Signalintensitäten waren vergleichbar, 
lediglich beim Stamm KT02 waren Abweichungen gegenüber den Werten aus den anderen 
Experimenten zu erkennen. Solche Abweichungen könnten mit einem unterschiedlichen 
Konservierungsgrad der PAGI-2(C)-DNA in diesem Stamm zu erklären sein. Demnach wäre 
die Sequenzidentität im Vergleich zur Geninsel in R. metallidurans CH34 in den Stämmen 
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A B
Abbildung 6.1: Beispiele für PAGI-2(C)-Makroarrays, hybridisiert mit markierter genomischer
DNA von verschiedenen Ralstonia Stämmen.  A: R. campiniensis (?) AE2701   B: R.
metallidurans CH79. Stamm AE2701 enthält anscheinend eine nahezu identische Kopie der
Geninsel PAGI-2(C). In Stamm CH79 scheint eine hochkonservierte Geninsel mit großer
Ähnlichkeit zu PAGI-2(C) vorzuliegen, ein signifikanter Gencluster (ORFs C56 - C63, Array-
Positionen schwarz umrandet) fehlt aber. 
KT01, KT21, AE2700 und AE2701 wahrscheinlich sehr hoch, in der Sequenz der Geninsel 
im Stamm KT02 sollte der Anteil ausgetauschter Basen etwas größer sein. 
Für Stamm CH42 konnten auf dem hybridisierten Makroarray CH42 nur zwei eindeutige 
Signale identifiziert werden, und zwar auf den DNA-Punkten für die ORFs C84 und C85, die 
in PAGI-2(C) zu einem putativen Quecksilberresistenz-Operon gehören. Im Stamm CH42 
könnte demnach ein ähnliches Operon vorliegen, das aber nicht innerhalb einer PAGI-2(C)-
artigen Geninsel lokalisiert ist. Eine solche konservierte Geninsel liegt nach den 
Hybridisierungsergebnissen im Genom dieses Stammes nicht vor. 
 
In Stamm CH79 scheint es eine Geninsel zu geben, die zu PAGI-2(C) sehr große 
Ähnlichkeiten aufweist. Im Vergleich zu Stamm CH34 fehlten bei CH79 im Makroarray 
Hybridisierungssignale für 7 DNA-Punkte, die die ORFs C56 – C59 und C61 – C63 
repräsentieren (siehe Abbildung 6.1). Auf allen anderen PAGI-2(C)-DNA-Punkten konnten 
Hybridisierungssignale detektiert werden, deren relative Intensitäten unterschieden sich aber 
für einige Signale von denen, die für CH34 oder z. B. KT01 oder AE2701 ermittelt worden 
waren. Dies deutete auf eine hochkonservierte Geninsel in Stamm CH79 hin, bei der der 
Konservierungsgrad der einzelnen ORFs aber zu variieren scheint. Im Verhältnis zur Geninsel 
PAGI-2(C) ist fehlt CH79 der DNA-Abschnitt mit den ORFs C56 – C63 (C60 nicht auf dem 
Makroarray repräsentiert). Diese ORFs scheinen einen der Mosaiksteine darzustellen, aus 
denen die PAGI-2(C)-Geninsel zusammengesetzt ist. Der entsprechende DNA-Abschnitt ist 
in der Struktur der Insel zwischen zwei konservierten Abschnitten positioniert und in keiner 
der anderen sequenzierten P. aeruginosa Geninseln konserviert (siehe Kapitel 1.3 und 4.2.5). 
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met. met. met. met. met. met. camp.? camp.? met. met. met. met. met. met. camp.? camp.?
CH34 KT01 KT02 KT21 CH42 CH79 AE2700 AE2701 CH34 KT01 KT02 KT21 CH42 CH79 AE2700 AE2701
C1 x x x x x x x C56 x x x x x x
C2 x x x x x x x C57 x x x x x x
C58 x x x x x x
C4 x x x x x x x C59 x x x x x x
C5 x x x x x x x
C6 x x x x x x x C61 x x x x x x
C7 x x x x x x x C62 x x x x x x
C8 x x x x x x x C63 x x x x x x
C64 x x x x x x x
C10 x x x x x x x C65 x x x x x x x
C66 x x x x x x x
C12 x x x x x x x C67 x x x x x x x
C13 x x x x x x x C68 x x x x x x x
C14 x x x x x x x
C70 x x x x x x x
C18 x x x x x x x C71 x x x x x x x
C72 x x x x ? x x
C20 x x x x x x x C73 x x x x x x x
C21 x x x x x x x C74 x x x x x x x
C22 x x x x x x x C75 x x x x x x x
C23 x x x x x x x C76 x x x x x x x
C77 x x x x x x x
C25 x x x x x x x C78 x x x x x x x
C26 x x x x x x x C79 x x x x x x x
C27 x x x x ? x x x C80 x x x x x x x
C81 x x x x x x x
C29 x x x x x x x C82 x x x x x x x
C30 x x x x x x x C83 x x x x x x x
C31 x x x x x x x C84 x x x x x x x x
C32 x x x x x x x C85 x x x x x x x x
C33 x x x x x x x
C34 x x x x x x x C89 x x x x x x x
C35 x x x x x x x C90 x x x x x x x
C36 x x x x x x x C91 x x x x x x x
C37 x x x x x x x C92 x x x x x x x
C38 x x x x x x x C93 x x x x x x x
C39 x x x x x x x C94 x x x x x x x
C40 x x x x x x x C95 x x x x x x x
C96 x x x x x x x
C42 x x x x x x x C97 x x x x x x x
C43 x x x x x x x C98 x x x x ? x x x
C44 x x x x x x x C99 x x x x x x x
C45 x x x x x x x C100 x x x x ? x x
C46 x x x x x x x C101 x x x x x x x
C47 x x x x x x x C102 x x x x x x x
C103 x x x x x x x
C49 x x x x x x x C104 x x x x x x x
C50 x x x x x x x C105 x x x x x x x
C51 x x x x x x x C106 x x x x x x x
C52 x x x x x x x C107 x x x x x x x
C108 x x x x x x x
C54 x x x x x x x
C55 x x x x x x x C110 x x x x x x x












Tabelle 6.1: Konservierte PAGI-2(C)-ORFs in Ralstonia Stämmen, identifiziert durch Hybridisierungen 
von Makroarrays. Angegeben sind die Konservierungen für die 93 auf den Makroarrays 
repräsentierten ORFs. 
x = Homologe/identische DNA zum jeweiligen ORF detektiert    ? = Konservierung nicht eindeutig, 
Hybridisierungssignal zweifelhaft         met. = R. metallidurans          camp. = R. campiniensis  
 
Insgesamt ergaben die Makroarray-Hybridisierungen (siehe Zusammenfassung in Tabelle 
6.1), dass die PAGI-2(C)-Geninsel außer im sequenzierten Stamm R. metallidurans CH34 
auch in 6 weiteren von 7 analysierten Ralstonia Stämmen konserviert zu sein schien. Dabei 
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waren in 5 Stämmen scheinbar alle DNA-Abschnitte von PAGI-2(C) konserviert, im sechsten 
Stamm (CH79) fehlte ein DNA-Abschnitt mit acht ORFs, die eventuell ein separates Operon 
darstellen.  
 
Kopien der Geninsel PAGI-2(C) oder hochkonservierte Varianten könnten demnach in 
Bakterienstämmen des Genus Ralstonia ebenso wie in Pseudomonas aeruginosa 
weitverbreitet sein, zur Bestätigung dieser Hypothese müssten aber noch weitere Stämme 
epidemiologisch untersucht werden. Das Auftreten scheint nach den bisherigen Erkenntnissen 
aber weder auf die Spezies R. metallidurans, noch auf Isolate aus nur einer Quelle beschränkt 
zu sein. 
Unklar ist, ob es in Ralstonia Stämmen ähnlich wie in P. aeruginosa viele lediglich 
teilkonservierte Geninseln gibt, die gegenüber PAGI-2(C) unterschiedliche „Cargo“-ORFs 
beinhalten, und ob das Auftreten einer zu 100 % identischen Kopie in R. metallidurans CH34 
eine Ausnahme darstellt. Offen bleibt auch die Frage, ob weitere Geninseln aus Pseudomonas 
Stämmen mit allen DNA-Abschnitten in Ralstonia konserviert sind, oder ob dies nur für 
PAGI-2(C) der Fall ist. 
6.2 Homologie der clc-Geninsel zu PAGI-2(C)  
Die clc-Geninsel ist ein 105 kb großes konjugatives DNA-Element, auf dem Genprodukte 
zum Abbau von Chlorocatechol kodiert sind (Ravatn et al., 1998(A)). Dieses DNA-Element 
ist in Pseudomonas sp. B13 an einem tRNAGly-Gen ins Genom integriert, kann aber auch 
ausgeschnitten werden und ein circuläres Intermediat bilden (Sentchilo et al., 2003 (A) u. 
2003(B)). 
Erste verfügbare Sequenzabschnitte des clc-Elements in den Datenbanken wiesen bei 
Vergleichen mit den Sequenzen von pKLC102 und PAGI-2(C) signifikante Ähnlichkeiten 
auf. So konnte auch im clc-Element ein Phagen-ähnliches Integrase-Gen neben dem tRNAGly-
Gen identifiziert werden, am anderen Ende der Geninsel befand sich eine Kopie der letzten 18 
bp der tRNAGly. Außerdem wies die clc-Sequenz Homologien zu dem Abschnitt aus PAGI-
2(C) auf, der die ORFs C101 – C108 umfasst. Diese ORFs waren auch in den anderen 
sequenzierten P. aeruginosa Geninseln hochkonserviert. 
 
Um zu überprüfen, ob das clc-Element weitere PAGI-2(C)-ähnliche DNA beinhaltete und 
möglicherweise einen weiteren Vertreter aus der Familie teilkonservierter, PAGI-2(C)-
ähnlicher Geninseln darstellte, erfolgte die Hybridisierung eines PAGI-2(C)-Makroarrays mit 
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markierter genomischer DNA von Pseudomonas sp. B13. Zur Kontrolle des erhaltenen 
Hybridisierungsmusters wurde ein weiterer Makroarray mit genomischer DNA des Stammes 
Ralstonia sp. JS705 hybridisiert, in dessen Genom eine clc-ähnliche Geninsel integriert ist. Im 
Stamm JS705 enthält das clc-Element noch einen zusätzlichen 5 kb großen DNA-Abschnitt 
(Müller et al., 2003). Durch diese zweite Hybridisierung mit einem Ralstonia Stamm sollte 
außerdem verhindert werden, dass PAGI-2(C)-ORFs mit eventuellen Homologien zu anderen 
Genomregionen von Pseudomonas sp. B13 irrtümlich als im clc-Element konserviert 
interpretiert werden könnten. Beide analysierten Stämme wurden von Dr. Jan Roelof van der 
Meer zur Verfügung gestellt (Swiss Federal Institute for Environmental Science and 
Technology EAWAG, Dübendorf, Schweiz). 
In beiden Experimenten konnten vergleichbare Hybridisierungsmuster detektiert werden, die 
nur geringe Abweichungen aufwiesen (siehe Abbildung 6.2). Unterschiede in den relativen 
Intensitäten einiger Signale wurden auf verschieden hohe Sequenzidentitäten der 
konservierten DNA-Abschnitte zurückgeführt. 
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
Abbildung 6.2: Schematische Darstellung der Makroarray-Signale nach Hybridisierung mit
Pseudomonas sp. B13 und Ralstonia sp. JS705. Die Positionen der detektierten Signale nach der
Hybridisierung mit genomischer DNA sind dunkelgrau unterlegt. Hellgraue Flächen kennzeichnen
Positionen mit zweifelhaften Signalen.
Pseudomonas. sp. B13
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
Ralstonia. sp. JS705
 
In mehr als vierzig Positionen des Arrays konnten übereinstimmend für beide Stämme 
eindeutige Signale festgestellt werden. Zusätzlich gab es einige weitere Positionen, in denen 
für einen Stamm ein eindeutiges und für den anderen Stamm ein recht schwaches Signal 
auftrat. Aus diesen übereinstimmenden Signalen wurde dann abgeleitet, welche PAGI-2(C)-
ORFs in der clc-Geninsel konserviert sind (siehe Abbildung 6.3). 
Für Stamm JS705 wurden eindeutige Signale in den Positionen detektiert, die den ORFs C84 
und C85 aus dem putativen Quecksilber-Resistenz-Operon von PAGI-2(C) entsprechen (siehe 
Kapitel 1.3). In Stamm B13 fehlten solche Signale. Daher wurde angenommen, dass C84 und 
C85 (und der übrige Teil des Operons) im clc-Element nicht konserviert waren. Im Genom 
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von Ralstonia sp. JS705 muss in einer anderen Region des Genoms ein ähnliches Operon 
lokalisiert sein, das diese Hybridisierungssignale hervorrufen konnte. 
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
Abbildung 6.3: Vorhersage PAGI-2(C)-homologer ORFs in der clc-Geninsel.
PAGI-2(C)-ORFs, die laut Makroarray-Analyse im clc-Element konserviert sind, sind grau
hervorgehoben. Für die durch schraffierte Flächen gekennzeichneten ORFs war nach der Analyse
keine genaue Aussage über die Konservierung möglich.
 
Die PAGI-2(C)-ORFs, die im clc-Element konserviert waren, entsprachen bis auf wenige 
Abweichungen denen, die auch in Geninseln wie PAGI-3(SG) oder der SpB-Insertion (Contig 
1) Homologe aufwiesen (siehe Kapitel 1.3, 4.2.1). Ebenso wie in diesen wurden im clc-
Element z. B. Homologe zu den ORFs C42 – C44, C47 – C55 oder C101 – C108 detektiert, 
die signifikante Blöcke in den konservierten Teilen von PAGI-2(C)-artigen Geninseln 
darzustellen scheinen, oder auch Homologe zu den ORFs C36, C40 und C81 gefunden. 
Die typischen als „Cargo“-Bereiche beschriebenen Abschnitte aus PAGI-2(C) mit den ORFs 
C5 – C35 und C56 – C63 waren im clc-Element nicht konserviert.  
Das clc-Element konnte somit ebenfalls in die Familie PAGI-2(C)-ähnlicher Geninseln 
eingeordnet werden. Innerhalb dieser Familie war dabei offensichtlich die Ähnlichkeit zu 
PAGI-2(C) selbst oder auch zu PAGI-3(SG) und der SpB-Insertion größer als zum Plasmid 
pKLC102. Hierfür sprach die Konservierung von PAGI-2(C)-ORFs, die keine Homologe im 
Plasmid aufweisen (z. B. C4, C39, C89, C90, C92, C93, C95), die Ähnlichkeit des clc-
Integrase-Gens zu C1 und die chromosomale Integration in ein tRNAGly-Gen. 
 
Von den beschriebenen P. aeruginosa Geninseln unterschied sich das clc-Element vor allem 
dadurch, dass mit der gezeigten Beteiligung am Abbau aromatischer Komponenten genaue 
experimentelle Daten zur Funktion von Genprodukten aus dem spezifischen Bereich einer 
Geninsel vorhanden waren. Andere Kenntnisse über das clc-Element erwiesen sich insofern 
als interessant, als dass sie eventuell charakteristisch nicht nur für diese spezielle Geninsel, 
sondern auch für die beschriebenen Inseln aus P. aeruginosa sein könnten. So wurde zum 
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einen gezeigt, dass durch die Integration eines zusätzlichen katabolen Genblocks in das clc-
Element aus Ralstonia sp. JS705 der Wirtsstamm zusätzlich zu Chlorocatechol auch das 
ähnliche Substrat Chlorbenzol abbauen konnte. Somit hatte eine Art Evolution des kodierten 
Abbauweges für Aromaten im clc-Element stattgefunden (Müller et al., 2003). 
Dieses Beispiel könnte verdeutlichen, wie die spezifischen Abschnitte der Geninseln durch 
Zusammensetzen mehrerer Mosaiksteine entstanden sind (und sich eventuell auch weiter 
verändern). Demnach hätten sich die Fähigkeiten, die dem Wirtsgenom durch die „Cargo“-
Abschnitte der Inseln vermittelt werden, schrittweise entwickelt und könnten weiter ausgebaut 
werden.  
Zum anderen war für Pseudomonas sp. B13 unter definierten Stressbedingungen die 
Expression des Integrase-Gens im clc-Element und eine Mobilisierung der gesamten Geninsel 
aus dem Chromosom nachgewiesen worden (Sentchilo et al., 2003 (A)). Grundsätzlich 
scheint damit eine Mobilisierung von PAGI-2(C) und den anderen tRNAGly-gebundenen 
Geninseln möglich zu sein. Um dies zu bestätigen, müssten zunächst aber die Identitäten aller 
beteiligten Komponenten gegenüber dem clc-Element detailliert untersucht werden. 
Außerdem müssten noch geeignete Bedingungen für die Mobilisation in P. aeruginosa 
ermittelt werden.  
6.3 PAGI-2(C)-ähnliche Geninseln, entdeckt durch Datenbankvergleiche 
Durch Datenbankvergleiche der Nukleotid- und Proteinsequenzen aus PAGI-2(C) konnten 
noch weitere partiell konservierte Geninseln in den Genomen anderer Stämme und Spezies 
detektiert werden. Im folgenden sind die entsprechenden Inseln kurz beschrieben, darunter 
auch der DNA-Abschnitt aus Xylella fastidiosa 9a5c mit den bereits bekannten konservierten 
ORFs (Larbig et al., 2002). Die identifizierten PAGI-2(C)-ähnlichen ORFs in diesen 
Geninseln sind in der Tabelle 6.2 zusammengefasst. 
6.3.1 Burkholderia fungorum LB400: 
Das Sequenzierprojekt für dieses Bodenbakterium ist noch nicht abgeschlossen. PAGI-2(C)-
homologe DNA wurde in mehreren in den Datenbanken verfügbaren Teilsequenzen der 
Genomsequenz identifiziert. Die Bestimmung der PAGI-2(C)-ORFs, die auf den 
konservierten Sequenzabschnitten lagen, ergab, dass in aufeinanderfolgenden Teilsequenzen 
von Burkholderia (B.) fungorum LB400 insgesamt 53 ORFs konserviert waren. Diese 53 
ORFs lagen in den typischen Bereichen von PAGI-2(C), die auch in den P. aeruginosa 
Geninseln konserviert waren. Für die vermeintlichen „Cargo“ Abschnitte von PAGI-2(C) (C5 
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– C35, C56 – C63, C96 – C100) konnte keine homologe DNA identifiziert werden (siehe 
Tabelle 6.2), stattdessen lagen Burkholderia-spezifische DNA-Abschnitte zwischen den 
konservierten Blöcken. Ein mögliches Phagen-artiges Integrase-Gen (C1-homologe DNA) 
war auch in B. fungorum LB400 neben einem tRNAGly-Gen positioniert. Daraus wurde 
gefolgert, dass auch in diesem Burkholderia Isolat eine partiell konservierte Geninsel vorliegt, 
in der noch mehr ORFs aus PAGI-2(C) konserviert sind als in PAGI-2(C). 
6.3.2 Xylella fastidiosa 9a5c: 
Homologien zwischen PAGI-2(C)-ORFs und Genen des Pflanzenpathogens Xylella fastidiosa 
9a5c waren schon bei der Annotation der Geninsel festgestellt worden. In diesem Genom 
(GenBank acc. no. NC_002488) waren 28 PAGI-2(C)-ORFs konserviert, darunter die ORFs 
C1 – C4 und C101 – C110, signifikante Genblöcke wie C42 – C44, C47 – C55 oder C64 – 
C68 fehlten jedoch. In Xylella waren die konservierten Gene in einem 66 kb großen DNA-
Abschnitt des Genoms lokalisiert, der insgesamt die ORFs XF1718 – XF1787 beinhaltete. 
Vor der putativen Integrase XF1718 konnte in der Genomsequenz ein tRNAGly-Gen 
identifiziert werden.  
 
Daher ergab sich die Hypothese, dass dieser Abschnitt des Genoms von Xylella fastidiosa 
9a5c eine integrierte Geninsel mit Ähnlichkeiten zu PAGI-2(C) darstellte. Diese mögliche 
Geninsel war allerdings deutlich kleiner als die P. aeruginosa Inseln, und große Blöcke der 
typischen konservierten Struktur fehlten. 
Der Inselcharakter dieser Region aus Stamm 9a5c wurde später durch genomweite 
Microarray-Analysen von insgesamt 12 Xylella fastidiosa Stämmen nachgewiesen (Nunes et 
al., 2003). Der beschriebene DNA-Abschnitt, nun als genome island GI2 bezeichnet, war 
außer in 9a5c nur noch in zwei weiteren Stämmen konserviert. Nach den Ergebnissen dieser 
Analysen ist die Insel etwas größer als erwartet (ca. 68 kb), auf der entsprechenden Sequenz 
sind die ORFs XF1718 – XF1792 lokalisiert. 
6.3.3 Pathogenitätsinsel SPI-7 in Salmonella enterica: 
In Salmonella enterica serovar Typhi (S. typhi) wurde die Pathogenitätsinsel SPI-7 als PAGI-
2(C)-ähnliche, partiell konservierte Geninsel identifiziert. Im sequenzierten Stamm S. typhi 
CT18 (GenBank acc. no. AL62783) beinhaltete die 134 kb große Insel die ORFs STY4521 – 
STY4680 (Pickard et al., 2003). Abzüglich eines integrierten Bakteriophagen SopE und eines  
weiteren separat integrierten DNA-Blocks verblieb noch ein mit PAGI-2(C) vergleichbarer 
Bereich von ca. 84 kb. Die Insel SPI-7 war neben einem tRNAPhe-Gen in das Genom 
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integriert und wies in dem 84 kb großen Abschnitt Homologe zu 29 PAGI-2(C)-ORFs auf 
(siehe Tabelle 6.2). Die Ähnlichkeit zu PAGI-2(C) war damit nicht hoch wie z. B. wie PAGI-
3(SG) oder dem clc-Element (siehe Kapitel 6.2). Die identifizierten Homologen und ihre 
Anordnung innerhalb der Geninsel wiesen auf eine etwas größere Ähnlichkeit zur Plasmid-
DNA pKLC102 hin. Hierfür sprach auch, dass das identifizierte Integrase-Gen STY4666 
homolog zum Integrase-Gen xerC aus pKLC102 war. 
 
Im Gegensatz zu den anderen beschriebenen Geninseln konnte SPI-7 aufgrund seiner 
„Cargo“-Regionen eindeutig als Pathogenitätsinsel klassifiziert werden. In den nicht 
konservierten Abschnitten waren ein Operon, das Typ IVb Pili zur Adhärenz an eukaryotische 
Zellen kodiert, und ein viaB-Operon lokalisiert (Pickard et al., 2003). Das viaB-Operon 
kodiert Proteine für die Produktion von Exopolysaccharid-Kapseln (Vi-Antigen) (Robbins u. 
Robbins, 1984; Liu et al., 1995). Damit waren mit der Geninsel  SPI-7 gleich zwei Gencluster 
zur Expression von Pathogenitätsfaktoren in das S. typhi Wirtsgenom inseriert worden. 
 
Eine ähnlich angeordnete Abfolge konservierter PAGI-2(C)-ORFs wie in SPI-7 wurde auch 
im Genom von Xanthomonas (X.) axonopodis pathovar Citri gefunden. Im Genom dieses 
Stammes (GenBank acc. no. AE011859) waren innerhalb eines 91 ORFs beinhaltenden 
DNA-Abschnitts 26 Homologe zu PAGI-2(C)-ORFs identifiziert worden. Dieser Bereich 
könnte eine mögliche Geninsel darstellen, erworben durch horizontalen Gentransfer; eine 
Bestimmung der Grenzen war jedoch nicht möglich (Kommunikation mit Derek Pickard, 
Centre for Microbiology and Infection, Department of Biological Sciences, Imperial College 
of Science, Technology and Medicine, London, Großbritannien). In der Nähe der homologen 
ORFs konnte kein tRNA-Gen identifiziert werden. 
 
In der Tabelle 6.2 sind die homologen ORFs in Xanthomonas zum Vergleich der 







Stamm  PA14 XF 9a5c BF LB400 ST CT18 XA306 PA14 XF 9a5c BF LB400 ST CT18 XA306
Insel PAPI-1 SPI-7 PAPI-1 SPI-7
C1 XF1718 x C56
C2 XF1719 C57
C3 XF1720 C58





C9 C64 RL046 x STY4563 XAC2260
C10 C65 RL047 x STY4562 XAC2259
C11 C66 RL049 x STY4560 XAC2257
C12 C67 RL050 x STY4559 XAC2256
C13 C68 RL051 x STY4558 XAC2255
C14 C69 RL052 x STY4557
C15 C70 x STY4539 XAC2253




C19 C75 RL065 x
C20 C76 RL066 XF1757 x
C21 C77 RL067 XF1758 x
C22 C78 XF1759
C23 C79 RL069 XF1760 x
C24 C80
C25 C81 RL074 XF1761 x XAC2236
C26 C82 XF1762 x STY4534








C35 C91 RL071 x
C36 RL003 XF1753 x STY4665 XAC2196 C92 x
C37 XF1754 C93 XF1771 x
C38 XF1755 C94 (RL072) XF1772 x STY4535 XAC2217
C39 XF1756 x C95 XF1773 x
C40 RL014 x STY4579 XAC2286 C96
C41 x C97
C42 RL016 x STY4577 XAC2284 C98
C43 RL017 x STY4576 XAC2283 C99
C44 RL018 x STY4575 XAC2282 C100
C45 x XAC2281 C101 RL092 XF1776 x STY4530 XAC2212
C46 RL020 x C102 RL095 XF1778 x
C47 RL022 x STY4572/73 XAC2274 C103 RL096 XF1779 x
C48 RL023 x STY4571 C104 RL097 XF1780 x STY4529 XAC2209
C49 RL024 x SYT4570 XAC2273 C105 ori-like* XF1781 x STY4528 XAC2208
C50 RL025 x STY4569 XAC2272 C106 RL101 XF1782 x STY4526 XAC2207
C51 RL026 x STY4568 C107 RL102 XF1783/84 x STY4523 XAC2206
C52 RL027 x STY4567 XAC2271 C108 RL115 XF1785 x STY4521 XAC2205
C53 RL028 x STY4566 XAC2270 C109 XF1786 x
C54 RL029 x STY4565 C110 XF1787 x
C55 RL030 x STY4564 XAC2269 C111
 
Tabelle 6.2: PAGI-2(C)-ORFs und Homologe in anderen partiell konservierten Geninseln. 
Angegeben sind die konservierten ORFs der beschriebenen PAGI-2(C)-ähnlichen DNA-Abschnitte. 
Die verwendeten ORF-Bezeichnungen wurden aus den dazugehörigen Datenbankeinträgen 
übernommen. 
PA14 - PAPI-1: Pathogenitätsinsel PAPI-1 aus P. aeruginosa PA14 
XF 9a5c: Putative 68 kb große Geninsel aus Xylella fastidiosa 9a5c (ORFs XF1718 – 1792) 
BF LB400: Genomregion mit Sequenzhomologien zu PAGI-2(C) in Burkholderia fungorum LB400 
ST CT18 - SPI7: Pathogenitätsinsel SPI-7 aus Salmonella enterica serovar Typhi CT18 
XA306: Block put. ORFs (XAC2196 – XAC2286) aus Xanthomonas axonopodis pathovar Citri 306 
ori-like*: entsprechende Sequenz in PAPI-1 weist einige repeats auf; in pKLC102 dort oriV-Struktur 
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6.3.4 Geninsel PAPI-1 aus P. aeruginosa PA14: 
Eine PAGI-2(C)-ähnliche Geninsel wurde auch im Genom eines weiteren P. aeruginosa 
Stammes identifiziert. Der als Pathogenitätsinsel PAPI-1 beschriebene DNA-Abschnitt aus 
dem hochvirulenten Klinik-Isolat PA14 aus den USA wies eine Größe von 108 kb auf (He et 
al., 2004; Sequenz abgelegt unter GenBank, acc. no. AY273869). In dieser Geninsel waren 
unter anderem ein Cup-Gencluster zur Fimbrien-Biogenese bzw. Assemblierung von Pili-
Strukturen, rcs-Gene zur Regulation der Synthese von Kapsel-Strukturen und ein putatives 
Pyocin S5-Gen lokalisiert. 
In PAPI-1 existierten Homologe zu 38 ORFs aus PAGI-2(C), wodurch auch diese Insel aus 
PA14 in die Familie teilkonservierter, PAGI-2(C)-ähnlicher Geninseln eingeordnet werden 
konnte. PAPI-1 wies dabei aber größere Ähnlichkeiten zum Plasmid pKLC102 auf als zu 
PAGI-2(C) selbst. Zwischen diesen beiden Inseln waren nicht nur nahezu dieselben ORFs wie 
zwischen PAPI-1 und PAGI-2(C) konserviert, sondern noch 32 weitere (siehe Tabelle 6.3). 
Wie in pKLC102 war auch in PAPI-1 die Position des C81-homologen ORFs gegenüber der 
Reihenfolge in PAGI-2(C) verändert.  
pKLC102 PAPI-1 PAGI-2(C) pKLC102 PAPI-1 PAGI-2(C)
CP103a RL002 CP56-55 RL063-064 C71-C72/73
CP102 RL003 C36 CP54-52 RL065-067 C75-73
CP93 RL011 CP51 RL069 C79
CP92 RL013 CP50 RL070
CP91 RL014 C40 CP49 RL071 C91
CP90 RL015 CP47 (RL072) C94
CP89-87 RL016-018 C42-44 CP46 RL074 C81
CP83 RL020 C46 CP42-33 RL077-86
CP82 RL021 CP30-31 RL089-90
CP81-73 RL022-030 C47-55 CP27 RL092 C101
CP72 RL031 CP22,CP20-19 RL095-97 C102-104
CP69 RL034 CP18-17 RL101-102 C106-107
CP68 RL035 C64 CP16-11 RL103-108
CP68-67 RL046-047 C64-65 CP9, CP7-5, CP3-2 RL109-114
CP66-64 RL049-051 C66-68 CP1 RL115 C108
RL052 C69
 
Tabelle 6.3: Auflistung von PAPI-1-ORFs mit Homologen in pKLC102 und PAGI2(C). 
Parallel zu den ORFs aus der Geninsel PAPI-1 (Bezeichnungen RL002, RL003 usw.) sind die 
jeweiligen Homologen in pKLC102 und PAGI-2(C) dargestellt. Blockweise konservierte PAPI-1-ORFs 
sind in einer Reihe zusammengefasst. Grau gekennzeichnet ist der ORF C81 aus PAGI-2(C), dessen 
Homologe CP46 und RL074 innerhalb der jeweiligen Geninsel in veränderter Position detektiert 
worden waren. 
 
PAPI-1 war im Genom von PA14 neben dem gleichen tRNALys-Gen lokalisiert, das in P. 
aeruginosa C als Integrationssequenz für pKLC102 identifiziert wurde (zwischen ORFs 
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PA4541 und PA4542, siehe Kapitel 3.2), besaß ein xerC-ähnliches Integrase-Gen und wies 
einen Pil-Gencluster auf. Laut Annotation von PAPI-1 sollte dieser Cluster ein Typ IVb Pilus 
zur Adhäsion kodieren. Die Abfolge der einzelnen Gene im Operon entsprach aber der im Pil-
Operon von pKLC102, das Typ IV Sex-Pili zu kodieren scheint. 
 
PA14 weist also sehr viele Merkmale auf, die aus pKLC102 bekannt waren. Die komplexe 
oriV-Struktur aus pKLC102 ist aber nicht konserviert, lediglich einige repeats konnten in der 
vergleichbaren Region der Pathogenitätsinsel identifiziert werden. PAPI-1 könnte daher ein 
ehemals freies Plasmid darstellen, dass nach chromosomaler Integration zu einer fest fixierten 
Geninsel in P. aeruginosa PA14 geworden ist. 
6.4 Zusammenfassung: 
Außer in den analysierten europäischen P. aeruginosa Isolaten (siehe Kapitel 5.4) konnten 
PAGI-2(C)-ähnliche Geninseln auch noch im Stamm P. aeruginosa PA14 und in diversen 
anderen Spezies identifiziert werden. Unter diesen Spezies waren sowohl γ- (X. fastidiosa, S. 
typhi) als auch β-Proteobakterien (Ralstonia, B. fungorum). Soweit bestimmbar, weisen die 
meisten dieser Geninseln Größen von 100 – 110 kb auf, identifiziert wurden aber auch 
kleinere Inseln (S. typhi oder X. fastidiosa).  
Die spezifischen Abschnitte, die mit den Geninseln in die Wirtsgenome integriert wurden, 
scheinen mosaikartig zusammengesetzt zu sein. Anhand der bisherigen Beispiele lässt sich 
keine Beschränkung dafür erkennen, was für „Cargo“ in verschiedenen partiell konservierten 
Inseln auftreten kann. Identifiziert wurden u. a. sowohl Pathogenitätsfaktoren (SPI-7, PAPI-1) 
als auch Gencluster für spezielle metabolische Funktionen (Aromaten-Degradation im clc-
Element). Ebenso wurde gezeigt, dass das Vorkommen von PAGI-2(C)-ähnlichen Geninseln 
nicht auf Bakterienstämme aus einem bestimmten Habitat beschränkt ist, sondern sich auf 
Umwelt- und Bodenbakterien (Ralstonia, Burkholderia, P. aeruginosa), Pflanzenpathogene 
(Xylella) und auch humanpathogene Isolate (P. aeruginosa, S. Typhi) erstreckt.  
Als Zielsequenzen für die Integration der Geninseln in die Bakterienchromosomen wurden 
verschiedene tRNA-Gene identifiziert (tRNAGly, tRNALys, tRNAPhe). Welche PAGI-2(C)-
ORFs in den verschiedenen Geninseln konserviert sind, variiert mit den verschiedenen 
analysierten Beispielen. Für einige signifikante Blöcke und auch einzelne ORFs (z. B. C36, 
C40, C47 – C55, C64 – C68, C101 – C104. C106 – C108) sind aber sowohl in allen 
analysierten Geninseln aus P. aeruginosa als auch in den identifizierten Beispielen aus 
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anderen Spezies Homologe identifiziert worden (Ausnahme: X. fastidiosa 9a5c). Diese ORFs 
scheinen eine Art Grundgerüst für die verwandten Geninseln darzustellen.   
Anhand des Vergleichs der jeweiligen konservierten Abschnitte lässt sich eine Art 
Gruppierung der einzelnen Inseln vornehmen. Das clc-Element und der homologe Bereich im 
Genom von Burkholderia fungorum LB400 weisen dabei ebenso wie PAGI-3(SG) größere 
Ähnlichkeiten und mehr konservierte ORFs gegenüber PAGI-2(C) auf als die anderen 
Beispiele. Für alle diese Inseln sind tRNAGly-Gene als Integrationssequenzen identifiziert 
worden. Diese Beispiele scheinen somit eine Art Subgruppe innerhalb der „Familie“ der 
partiell konservierten Geninseln darzustellen. Von den anderen Beispielen wiederum zeigen 
pKLC102, PAPI-1 und zum Teil auch SPI-7 gemeinsame Charakteristika und könnten eine 
andere Subgruppe repräsentieren. 
 
Neben den diversen Beispielen partiell konservierter Geninseln konnte als Sonderfall auch die 
Konservierung der kompletten PAGI-2(C)-Geninsel in Stämmen detektiert werden, die einem 
anderen Bakteriengenus angehören. In Ralstonia metallidurans CH34 ist eine identische 
Kopie von PAGI-2(C) identifiziert worden. Die Ergebnisse der  Hybridisierungsexperimente 
deuten darauf hin, dass das Vorkommen speziell dieser Geninsel mitsamt den vermeintlich 
spezifischen ORFs, ins Genom vieler Ralstonia Stämme inseriert ist und sich auch nicht nur 
auf eine Spezies beschränkt. 
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7 Transkriptionsanalyse für PAGI-2(C)-ORFs 
Für viele der in den partiell konservierten Geninseln kodierten Genprodukte existieren nach 
der Annotation keine oder nur wenige Hinweise auf die tatsächliche Funktion, viele 
Genprodukte aus den konservierten und den spezifischen Abschnitten sind als hypothetische 
oder konservierte hypothetische Proteine beschrieben. Generell bestand die Hypothese, dass 
Genprodukte der konservierten ORFs vornehmlich zur DNA-Organisation der Geninsel, zur 
Integration und Stabilisierung im Genom sowie eventuell zu deren Mobilisierung beitragen, 
spezifische Cargo-ORFs dagegen Proteine mit speziellen Funktionen kodieren, die den 
Phänotyp des Wirtsstammes beeinflussen (siehe Kapitel 1.1). 
 
Von den 113 in PAGI-2(C) kodierten Genprodukten gehören über 60 % in die Kategorie der 
(konservierten) hypothetischen Proteine. Für die übrigen Genprodukte war meist nur eine 
grobe Zuordnung zu verschiedenen Enzymkategorien möglich. Eindeutige Funktionen (und 
eventuell damit phänotypische Eigenschaften des Bakterienstammes) konnten aufgrund der 
Datenbankvergleiche nur für wenige Proteine vorhergesagt werden. Ein größeres Operon  aus 
dem spezifischen Bereich (C11 – C18) scheint Proteine zur Cytochrom Typ C – Biogenese zu 
kodieren und ein integriertes Transposon (C84 – C88) eine Quecksilberresistenz zu vermitteln 
(siehe Annotationstabelle, Kapitel 1.3). 
 
Zur Generierung funktioneller Daten für PAGI-2(C)-Genprodukte wurden im Rahmen dieser 
Arbeit erste Transkriptionsanalysen für die annotierten ORFs durchgeführt. Die Analysen 
erfolgten durch DNA-DNA-Hybridisierungen, wobei DNA, die ORFs aus der Geninsel 
repräsentierte, als Sonde auf Nylonmembranen fixiert wurde. Bakterielle RNA wurde in 
cDNA umgeschrieben und diese dann für die Hybridisierungen mit Digoxigenin (DIG) 
markiert. Auf diese Weise konnte die Transkription vieler Gene parallel betrachtet werden. 
Die Hybridisierungen wurden dabei zunächst mit Membranen mit restriktionsverdauter 
Cosmid-DNA durchgeführt, später mit dot blot Membranen, auf denen PCR-Produkte fixiert 
worden waren („Makroarrays“, siehe Kapitel 5.2). 
7.1 cDNA-Hybridisierungen auf restriktionsverdauter Cosmid-DNA 
Bei dieser Methode wurden pKSCC-Cosmide aus der Genombibliothek von Stamm C 
restriktionsverdaut und auf Nylonmembranen transferiert. Die Geninsel PAGI-2(C) wird 
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durch den folgenden Contig von fünf Cosmid-Inserts vollständig abgedeckt (K. D. Larbig, 
Dissertation 2001): 
 pKSCC323  -  pKSCC022  -  pKSCC1064  -  pKSCC1065  -  pKSCC273 
 
Die Transkriptionsanalyse erfolgte jeweils separat für einzelne Cosmide. So konnten immer 
ORFs, die auf demselben Cosmid lokalisiert waren, parallel betrachtet werden. Die einzelnen 
Cosmide umfassten dabei Abschnitte mit bis zu 50 ORFs. Aus den Sequenzen wurden die zu 
erwarteten Fragmentmuster für Einzel- und Doppelverdaue der Cosmide mit verschiedenen 
Restriktionsenzymen errechnet und bestimmt, welche ORFs vollständig oder partiell auf 
welchen Restriktionsfragmenten lokalisiert sein würden. Durch parallele Verdaue mit 
verschiedenen Enzymen sollten so informative Restriktionsmuster entstehen, bei denen die 
einzelnen ORFs in individuellen Kombinationen von Fragmenten lokalisiert waren. Für 
transkribierte ORFs sollten diese Muster dann auch im Ergebnis der Hybridisierung zu 
identifizieren sein.  
Die cDNA, die in diesen Analysen DIG-markiert wurde, war mit ORF-spezifischen Primern 
generiert worden (siehe Material und Methoden, Kapitel 2.6.5). Solche Primer waren für 
jeden PAGI-2(C)-ORF anhand der zum kodierenden Strang komplementären Sequenz 
konstruiert worden (Primer C1rev, C2rev, usw., siehe Anhang). Die reverse Transkription 
erfolgte mit einem Gemisch aus Primern für die ORFs, die innerhalb eines Cosmid-Inserts 
lokalisiert waren. Bei cDNAs für die durchgeführten Hybridisierungen auf Cosmid-DNA von 
pKSCC022 und pKSCC273 waren dies: 
 
  cDNA 022:   Primer     C10rev    –      C47rev  (39 Primer) 
  cDNA 273:  Primer   C101rev    –    C111rev  (11 Primer) 
 
Im Insert von pKSCC022 sind viele der spezifischen ORFs der PAGI-2(C)-Geninsel (ORFs 
C10 – C35) und die ersten konservierten DNA-Abschnitte (mit ORFs C36 – C47) lokalisiert. 
Die ORFs C101  - C111 aus pKSCC273 stellen den hochkonservierten Gencluster am Ende 
der Geninsel dar. 
In die Ansätze zur cDNA-Synthese wurden jeweils die gleichen Mengen Gesamt-RNA aus 
P. aeruginosa Stamm C eingesetzt. Untersucht wurde die Transkription der oben genannten 
ORFs bei planktonischen Zellen, die bis in die logarithmische Wachstumsphase hinein in 
Vollmedium kultiviert wurden. Dazu waren 20 ml LB-Medium mit Bakterien aus einer 
Stamm C Vorkultur auf eine optische Dichte (OD600 nm) von 0,05 angeimpft worden. Nach 
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4,5 – 5 h Inkubation bei 37°C erfolgte die Ernte der Bakterienzellen bei OD600 nm ≈ 1 und 
anschließend die RNA-Isolation wie in Kapitel 2.6.2 beschrieben.  
 
Bei Hybridisierungen mit DIG-markierter cDNA 273 konnten auf den entsprechenden 
pKSCC273-Membranen keine Restriktionsfragmente detektiert werden. Nach Hybridisierung 
der pKSCC022-Membran mit markierter cDNA 022 konnten für die meisten Verdaue ein 
oder zwei Signale identifiziert werden: 






















Abbildung 7.1: Teil I: Agarosegel mit Doppelverdauen des Cosmides pKSCC022; Teil II:
dazugehörige DNA-Membran nach Hybridisierung mit markierter cDNA 022. Die Ziffern 1 - 10
kennzeichnen die Restriktionsfragmente, die nach der Hybridisierung detektiert werden konnten.
Doppelverdaue: A) SmaI-EcoRI  B) SmaI-Bsp68I  C) SmaI-PagI  D) SmaI-Alw44I  E) Bsp68I-PagI
G) Eco72I-Bsp68I  H) Eco72I-PagI  I) Eco72I-Alw44I  J) Alw44I-Bsp68I  K) Alw44I-PagI
Größenstandards: F) φX174-DNA, HaeII-verdaut  L) λ-DNA, BstEI-verdaut
 
Alle Signale konnten Fragmenten zugeordnet werden, die vollständig oder partial den ORF 
C14 aus dem spezifischen Teil der Geninsel repräsentierten. C14 kodiert für ein an der 
Cytochrom C – Biogenese beteiligtes Protein CcmF. Dieser ORF war demnach der einzige 
der 50 analysierten ORFs aus PAGI-2(C), für den Transkription unter den angewandten 
Kulturbedingungen detektiert werden konnte. Alle anderen Gene wurden also entweder gar 
nicht oder nur in nicht detektierbarem Maße transkribiert. 
Beim Hybridisierungssignal von C14 bestanden zudem Zweifel, ob dadurch wirklich eine 
Transkription von ORF C14 aus der Geninsel angezeigt wurde, oder ob es durch homologe 
cDNA hervorgerufen worden war. Im PAO1-Genom existiert ein C14-homologes Gen, das 
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ebenfalls ein CcmF Protein kodiert (ORF PA1480). Der Vergleich von C14 und PA1480 
ergab allerdings nur für einen kleineren Bereich der Nukleotidsequenzen eine signifikante 
Ähnlichkeit. Bei Konservierung des ORFs PA1480 in Stamm C und dessen Expression unter 
den angewandten Kulturbedingungen wäre ein falsch positives Signal auf C14 in der oben 
beschriebenen Analyse demnach eher unwahrscheinlich, aber nicht völlig auszuschließen. 
Eine schwache Sequenzähnlichkeit bestand allerdings auch zwischen den umliegenden ORFs 
des Cytochrom C-Biogenese Operons in PAGI-2(C) und PAO1 (z. B. zwischen C15 und 
PA1479 oder C16 und PA1477). Für diese war kein Hybridisierungssignal detektiert worden. 
Fraglich blieb, ob diese Sequenzähnlichkeiten bei Expression des PAO1-Operons nur zu 
einem falsch positiven Signal für C14 oder auch für C15 und C16 führen würden.  
Aber selbst wenn die C14-Signale nicht auf eine solche „Kreuzhybridisierung“ 
zurückzuführen waren, ist unter den angewandten Kulturbedingungen scheinbar nur ein 
einziger der 50 analysierten PAGI-2(C)-ORFs transkribiert worden. Für keinen konservierten 
ORF der Geninsel konnte dessen Transkription nachgewiesen werden, und auch die 
analysierten spezifischen ORFs („Cargo“) wurden bis auf C14 nicht exprimiert, selbst die 
übrigen Gene des C14 umgebenden Operons nicht.  
 
7.2 cDNA-Hybridisierungen auf PAGI-2(C)-„Makroarrays“ 
Für eine weitere Transkriptionsanalyse wurden die gleichen PAGI-2(C)-„Makroarrays“ 
verwendet, die auch für Untersuchungen zur Epidemiologie von PAGI-2(C)-ähnlichen 
Geninseln eingesetzt wurden (siehe Kapitel 5.4). Da auf diesen Membranen insgesamt 93 
(siehe Abbildung 7.2) PAGI-2(C)-ORFs durch PCR-Produkte repräsentiert waren, konnte 
durch Hybridisierung mit entsprechender cDNA die Transkription nahezu der gesamten 
Geninsel analysiert werden. Diese Analysen folgten daher einem ähnlichen Prinzip wie 
Expressionsanalysen mit Hilfe von DNA microarrays, z. B. mit dem „P. aeruginosa Genome 
Array“, einem genomweiten DNA-Chip der Firma Affymetrix für P. aeruginosa PAO1. Auf 
solchen DNA-Chips sind die Gene durch verschiedene Oligonukleotide repräsentiert. 
Im Gegensatz zu Arbeiten mit microarrays wurden die Makroarray-Membranen mit DIG-
markierten cDNA-Fragmenten hybridisiert. Die Detektion erfolgte nach dem gleichen 





C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
P1 C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
P2a C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
P2b C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
N1 C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
N2 C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
Abbildung 7.2: Macroarray für die Geninsel PAGI-2(C).
PCR-Produkte, die 93 von 113 ORFs der Geninsel PAGI-2(C) repräsentieren, wurden auf
Nylonmembranen transferiert. Die Positionen von Positivkontrollen (P1, P2a und P2b) und
Negativkontrollen (N1, N2) sind grau unterlegt (Details siehe Kapitel 5.2)
7.2.1 Wachstum von P. aeruginosa C in Gegenwart von Quecksilber-Ionen 
Mit Hilfe der Makroarrays sollte die Expression von PAGI-2(C)-ORFs bei Wachstum des 
Stammes C unter möglichen Stressbedingungen analysiert werden.  
Die Annotation der Geninsel hatte ergeben, dass die ORFs C84 – C88 zu einem integrierten 
Transposon gehören. Dabei kodiert das Operon C85 – C88 vier Proteine MerA, MerP, MerT, 
MerR (merRTPA-Operon, siehe Einleitung, Tabelle 1.3), die in der gleichen Abfolge in zwei 
integrierten Transposons im Genom von Ralstonia metallidurans CH34 konserviert sind. In 
diesem Genom sind die beiden Transposons Tn4378 und Tn4380 auf sogenannten 
„Megaplasmiden“ lokalisiert (Mergeay et al., 2003). Außerdem konnte im Genom von 
R. metallidurans CH34 eine nahezu 100 % identische Kopie der Geninsel PAGI-2(C) (Larbig 
et al., 2002; siehe auch Kapitel 6.1) und somit auch ein weiteres merRTPA-Operon detektiert 
werden; ein viertes mer-Operon in diesem Genom besteht aus Homologen zu drei Genen 
(merR, merT, merP). 
Für die in Tn4378 und Tn4380 kodierten Mer-Proteine war gezeigt worden, dass sie eine 
Quecksilber-Resistenz vermitteln (Diels et al., 1985; Mergeay et al., 2003). Ein  Wachstum 
von R. metallidurans CH34 war auch bei einer Hg2+-Konzentration von 0,5 mM im Medium 
möglich (Mergeay et al., 1985). Möglicherweise trägt zu dieser Resistenz auch das merRTPA-
Operon aus der PAGI-2(C)-identischen Geninsel bei, allerdings fehlen in diesem Operon im 
Vergleich zu denen aus Tn4378 und Tn4380 die Gene merE und merD (Mergeay et al., 2003). 
Aufgrund dieser Hinweise war also eine Resistenz gegen Quecksilber-Ionen ein möglicher 
Phänotyp, der durch ORFs aus der Geninsel PAGI-2(C) vermittelt werden könnte. Allerdings 
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war für P. aeruginosa C keine Resistenz gegen ähnlich hohe Hg2+-Konzentrationen zu 
erwarten wie für R. metallidurans CH34. 
 
Um zu überprüfen, ob P. aeruginosa C im Beisein von Quecksilber-Ionen wachsen kann, 
wurden Kulturen dieses Stammes und parallel dazu Kulturen von P. aeruginosa PAO1 und 
R. metallidurans CH34 in VB-Medium angelegt, das mit unterschiedlichen Konzentrationen 
Quecksilber-(II)-chlorid versetzt worden war. Die Kulturen wurden über Nacht bei 37°C 
inkubiert. Die drei Stämme zeigten dabei unterschiedliche Quecksilbertoleranz (siehe Tabelle 
7.1). 
c(HgCl2) [µM] 0 2,5 5 7,5 12,5 20 25 50 100 250 
P. aeruginosa 
PAO1 + - - - - - - - - - 
P. aeruginosa C + + + + (+) - - - - - 
R. metallidurans 
CH34 + + + + + + + + + + 
 
Tabelle 7.1: Wachstum von P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa C und R. metallidurans CH34 in VB-
Medium mit HgCl2. 
 
R. metallidurans CH34 wuchs wie erwartet bei allen HgCl2-Konzentrationen, während PAO1 
keinerlei Quecksilber-(II)-Resistenz zeigte. P. aeruginosa C konnte bis hin zu einer 
Konzentration von 12,5 µM HgCl2 wachsen. Gegenüber PAO1 schien C also Mechanismen 
für eine Quecksilber-(II)-Resistenz zu besitzen. Die Größenordnung dieser Resistenz war 
allerdings nicht mit der von R. metallidurans CH34 zu vergleichen, die laut Literatur 
(Resistenz gegen 0,5 mM Hg2+, s. o.) mindestens um den Faktor 40 höher liegt. 
Für Stamm C wurde daraufhin das Wachstum in reinem VB-Medium und in VB-Medium mit 
7,5 µM HgCl2 miteinander verglichen. Entsprechende Kulturen wurden mit Stamm C auf eine 
optische Dichte (OD600 nm) von 0,05 inokuliert und bei 37°C inkubiert. Im Verlauf von 24 h 
wurden dann zu verschiedenen Zeitpunkten wieder die OD600 nm-Werte der Kulturen 
bestimmt. 
Bei der Betrachtung der Wachstumskurven (siehe Abbildung 7.3) fiel auf, dass bei beiden 
Bedingungen eine typische sigmoide Kurve zu beobachten war. Diese Kurven waren aber 
signifikant gegeneinander verschoben. In reinem VB-Medium traten die Bakterien nach ca. 
3,5 Stunden in die exponentielle Wachstumsphase ein. Bei Zusatz von 7,5 µM HgCl2 verblieb 
die Stamm C Kultur viel länger in der lag-Phase. Die optische Dichte nahm sogar ab (auf 
Werte um 0,035), bevor die Bakterien sehr viel später als in reinem VB-Medium zu 
replizieren begannen und nach ca. 9 – 9,5 h in die exponentielle Wachstumsphase eintraten. 
Das Wachstum verlief von da an ähnlich, die VB + Hg2+ -Kultur lag gleichsam im Wachstum 
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5,5 - 6 h gegenüber der VB-Kultur zurück. So erreichte die VB-Kultur einen OD600nm-Wert 
von 1 nach 6 - 6,5 h, die VB+HgCl2-Kultur erst nach 12 - 12,5 h  Für beide Kulturen wurden 
am Ende in der stationären Phase optische Dichten von 4 - 4,4 gemessen. 
 
Der Verlauf der Kurven deutete darauf hin, dass eventuelle Resistenzmechanismen gegen 
Hg2+-Ionen zu Beginn der Kultivierung in Stamm C noch nicht aktiv waren und die 
Replikation der Bakterien zunächst gehemmt ist. Erst nach einigen Stunden war die 
Replikation möglich, dann aber mit vergleichbaren Verdopplungsraten wie im Quecksilber-
freien Medium. Dies könnte sowohl durch nach einer Anlaufzeit konstant aktive 
Resistenzmechanismen in C ermöglicht werden, als auch durch Mechanismen, die die 



















Abbildung 7.3: Wachstumskurven von Stamm C in Vogel-Bonner-Medium (VB) und in Vogel-
Bonner-Medium mit Zusatz von 7,5 µM HgCl2.
Ob während dieses Wachstums ORFs aus PAGI-2(C) exprimiert werden und eventuell zu der 
beobachteten Hg2+-Resistenz von P. aeruginosa C beitragen, sollte durch 
Expressionsanalysen mit Hilfe der PAGI-2(C)-Makroarrays untersucht werden. Von den 
putativen Quecksilber-Resistenz-Genen in PAGI-2(C) war auf den Makroarrays der ORF C85 
(merA, putatives Hg2+-Reduktase Gen) repräsentiert (s. o.). 
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7.2.2 Transkriptionsanalyse mit PAGI-2(C)-Makroarrays 
Analysiert werden sollte die Transkription von PAGI-2(C)-ORFs bei Wachstum in Hg2+-
haltigem und bei Wachstum in Hg2+-freiem VB-Medium, um durch den Vergleich einen 
möglichen Einfluss der Quecksilberionen auf die Expression der ORFs detektieren zu können. 
Für das Hg2+-haltige Medium wurden dem VB-Medium 7,5 µM HgCl2 zugesetzt. Die 
Bakterien wurden jeweils bis in die logarithmische Wachstumsphase hinein kultiviert und bei  
OD600 nm ≈ 1 für die RNA-Isolation geerntet. 
 
Für die Expressionsanalyse wurde ein ähnlicher Ablauf befolgt, wie er innerhalb der 
Arbeitsgruppe für Expressionsanalysen mit genomweiten P. aeruginosa DNA-Chips 
(Affymetrix) etabliert worden war (F. von Götz, Dissertation 2003). Dabei wurden für jede 
Wachstumsbedingung immer drei Bakterien-Kulturen zur RNA-Isolation parallel inkubiert. 
Durch geringe Abweichungen bei der Anzucht und der RNA-Präparation konnten die Mengen 
der mRNAs innerhalb der Gesamt-RNA leicht variieren. In die anschließende cDNA-
Synthese wurden gleiche Mengen RNA aus jeder der drei Präparationen eingesetzt, um solche 
Abweichungen möglichst auszugleichen.  
Aus den Aliquots der Gesamt-RNAs wurde dann, wie im Abschnitt Material und Methoden 
beschrieben (siehe Kapitel 2.6.5), cDNA nach der „random priming“ Methode erzeugt, diese 
fragmentiert und mit Hilfe des „Terminal Transferase Kit“ (Roche) DIG-markiert. Mit den 
markierten cDNAs „VB1“ (Kultur in reinem VB-Medium) und „Hg1“ (Kultur in VB-Medium 
mit 7,5 µM HgCl2) erfolgte dann die Hybridisierung der PAGI-2(C)-Makroarrays. 
Da Variationen in der Generierung der cDNA und der Hybridisierung auftreten konnten, 
wurden für beide Wachstumsbedingungen aus jeweils drei weiteren Kulturen erneut RNA 
isoliert und daraus eine zweite markierte cDNA-Probe („VB2“ und „Hg2“) generiert. Auch 
mit diesen zweiten Proben wurden Makroarrays hybridisiert. 
So konnten pro Wachstumsbedingung zwei Transkriptionsmuster für PAGI-2(C)-ORFs 
untereinander auf leichte Variationen hin abgeglichen werden, bevor der Vergleich zwischen 
den verschiedenen Wachstumsbedingungen erfolgte. Für diesen Vergleich standen somit 
insgesamt vier Hybridisierungsmuster zur Verfügung. 
 
Parallel zu den Makroarrays wurde mit jeder markierten cDNA auch ein sogenannter 
Kontrollstreifen hybridisiert. Auf diesen Membranen waren jeweils die folgenden sechs PCR-
Produkte fixiert (als dot blot), die Positiv- und Negativkontrollen für die 
Transkriptionsanalyse darstellten.  
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1) PCR-Produkt „cit2/3“; 650 bp Abschnitt des Gens gltA (Citrat-Synthase), amplifiziert auf 
genomischer DNA von P. aeruginosa C mit den Primern cit2 und cit3 
2) PCR-Produkt „rpoN“; 833 bp Abschnitt des Gens rpoN (RNA Polymerase Sigma-54 
Faktor), amplifiziert auf genomischer DNA von P. aeruginosa C mit den Primern rpoNf 
und rpoNr 
3) PCR-Produkt „rpsL“; 339 bp Abschnitt des Gens rpsL (30S ribosomales Protein S12), 
amplifiziert auf genomischer DNA von P. aeruginosa C mit den Primern rpsLf und rpsLr 
4) PCR-Produkt „PA16S1“; 626 bp Abschnitt der 16S rDNA, amplifiziert auf genomischer 
DNA von P. aeruginosa C mit den PrimernPA16Sf1 und PA16Sr1 
5) PCR-Produkt „PA16S2“; 562 bp Abschnitt der 16S rDNA, amplifiziert auf genomischer 
DNA von P. aeruginosa C mit den PrimernPA16Sf2 und PA16Sr2 
6) PCR-Produkt „hobI“; 300 bp Abschnitt des humanen Gens hob (human obese gene), 
generiert mit Primern hob1 und hob2 auf humaner DNA (Präparation erhalten von            
Dr. Frauke Stanke) 
 
Die PCR-Produkte 1 – 5 stellten Positivkontrollen dar, da die dazugehörigen Gene bei 
hochregulierter Proteinbiosynthese in Zellen in exponentieller Wachstumsphase konstant 
exprimiert werden sollten. Die mittleren Signalintensitäten auf einer Membran konnten sich 
auch in parallelen Experimenten aufgrund von leicht variierenden Mengen markierter cDNA 
oder Schwankungen im Detektionsprozess unterscheiden. Daher sollten die Signale auf den 
Makroarrays gegen die der Positivkontrollen verrechnet werden, um die Ergebnisse aus 
verschiedenen Experimenten vergleichen zu können. PCR-Produkt 6 diente als 
Negativkontrolle, die durch die markierte cDNA nicht detektiert werden sollte (siehe 
Abbildung 7.4). „cit2/3“ und „hobI“ waren ebenfalls als Kontrollpunkte auf den PAGI-2(C) 
Makroarrays aufgetragen (siehe Kapitel 5.2). 
1  2  3  4  5  6 
Abbildung 7.4: Hybridisierter Kontrollstreifen für Expressionsanalysen.





Mit den cDNA Sonden VB1, VB2, Hg1 und Hg2 ergaben sich auf Makroarrays und 






Abbildung 7.5: Hybridisierungen von PAGI-2(C)-Makroarrays und Kontrollstreifen mit markierter cDNA.
A: cDNA VB1  B: cDNA VB2 (jeweils generiert aus P. aeruginosa C, Kultur in VB-Medium)
C: cDNA Hg1  D: cDNA Hg2 (jeweils generiert aus P. aeruginosa C, Kultur in VB-Medium + 7,5 µM HgCl2)
 
Auf den ersten Blick war kein signifikanter Unterschied zwischen den vier 
Hybridisierungsmustern zu erkennen. Dies deutete daraufhin, das der Zusatz von 7,5 µM 
Hg2+-Ionen unter den hier überprüften Kulturbedingungen keinen Einfluss auf die Expression 
der PAGI-2(C)-ORFs hatte.  
Dies wurde durch einen quantitativen Vergleich der Signalintensitäten bestätigt: Von den 
Positivkontrollen konnten nur die Intensitäten der Signale auf dem PCR-Produkt „rpoN“ 
anhand der Schwärzung des Punktes unterschieden werden, die Signale auf den anderen 
Punkten waren meist zu intensiv (siehe Abbildung 7.5, Kontrollstreifen). Um die 
Signalintensitäten aus den verschiedenen Experimenten vergleichen zu können, wurden daher 
die Verhältnisse der Intensitäten der rpoN-Signale bestimmt. Mit diesen Faktoren konnten 
dann die Signalintensitäten der Punkte auf den dazugehörigen Makroarrays verrechnet 
werden. Beim Vergleich dieser verrechneten Signalintensitäten fielen für keinen Punkt 
signifikante Abweichungen der Werte auf (siehe Abbildung 7.6). Leichte Unterschiede 
ergaben sich beim Vergleich der Signalintensitäten aus den Hybridisierungen mit den 
 193
„gleichen“ markierten cDNAs VB1 und VB2 sowie Hg1 und Hg2, genauso wie beim 
Vergleich zwischen Werten aus den VB- und Hg-Experimenten. Demnach wurde die 
Transkription keines PAGI-2(C)-ORFs während des logarithmischen Wachstums von 
P. aeruginosa C in Vogel-Bonner-Medium durch die Zugabe von 7,5 µM HgCl2 zum 
Medium beeinflusst. Auch die Signalintensitäten für den ORF C85 (Punkt in Position 91 auf 
dem Makroarray, siehe Abbildung 7.6), dessen Genprodukt als Quecksilber-(II)-Reduktase 
MerA annotiert worden war, wichen nur wenig voneinander ab und waren in allen vier 














Abbildung 7.6: Vergleich der absoluten Signalintensitäten aus den vier Experimenten (nach
Verrechnung mit den Intensitätsverhältnissen der Positivkontrolle rpoN).
Hg1, Hg2, VB1, VB2: verrechnete Signale nach Makroarray-Hybridisierung mit den entprechenden
markierten cDNAs. Die Werte auf der Ordinate geben die jeweilige Signalintensität als Absolutwert
entsprechend der PCBAS-Auswertung mit Editierung an (siehe Kapitel 2.4.7). Auf der Abszisse sind
die Positionen der einzelnen ORFs bzw. DNA-Punkte auf den Makroarrays angegeben (siehe
Tabelle 5.5).
 
Eine Vermittlung der für P. aeruginosa C beobachteten Resistenz gegen geringe Mengen 
Hg2+-Ionen durch Expression von ORFs aus der PAGI-2(C)-Geninsel konnte demzufolge 
nicht gezeigt werden. Dies könnte darauf hinweisen, dass die Genprodukte, die die Resistenz 
vermitteln, in anderen Regionen des Genoms kodiert sind. Wenn Genprodukte der PAGI-
2(C)-ORFs trotzdem zu dieser Resistenz beitragen sollten, müssten sie während der lag-Phase 
exprimiert werden. Eine durch Hg2+-Ionen induzierte Transkription findet in der 
exponentiellen Wachstumsphase nicht mehr statt. Nicht auszuschließen ist aber eine 
Beteiligung von PAGI-2(C)-Genprodukten an Resistenzmechanismen, die die Quecksilber-
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Ionen in nicht toxische oder weniger toxische Formen überführen, bevor die Replikation der 
Bakterienzellen einsetzen kann. 
 
Unter der Voraussetzung, dass alle vier Hybridisierungsmuster unabhängig von der HgCl2-
Zugabe zum Medium den gleichen Transkriptionsstatus der Bakterien wiedergeben, wurden 
die Signale der einzelnen DNA-Punkte auf den Makroarrays weiter quantitativ verglichen. 
Dadurch sollte der Transkriptionsstatus der einzelnen PAGI-2(C)-ORFs bei Wachstum in 
Minimalmedium (VB-Medium) miteinander verglichen werden. Außerdem wurde versucht, 
die Transkription der ORFs zahlenmäßig mit der des Gens rpoN aus der Positivkontrolle zu 
vergleichen. 
 
Durch Vergleich der Ergebnisse aller vier Experimente wurden zunächst die Signale auf den 
einzelnen Punkten des Makroarrays als eindeutig oder schwach positive (nur wenig intensiver 
als der Hintergrund) eingeordnet. Positiv wurden insgesamt 36 Signale bewertet, 15 davon als 
schwach positiv (siehe Abbildung 7.7). Auf 55 Punkten war kein Hybridisierungssignal und 
damit für die darin repräsentierten PAGI-2(C)-ORFs keine Transkription detektiert worden. 
 
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
Abbildung 7.7: Schema des PAGI-2(C)-Makroarrays mit Hybridisierungsignalen aus der
Expressionanalyse. Dunkelgraue Flächen markieren Punkte mit eindeutigen Signalen in allen vier
Experimenten, hellgraue Flächen Punkte mit schwächeren Signalen. Insgesamt wurden Signale
für 36 Punkte detektiert. Weiße Flachen kennzeichnen Punkte ohne Hybridisierungssignale.
 
Die meisten der nicht exprimierten Gene gehörten zu den konservierten Abschnitten der 
Geninsel (siehe Kapitel 1.3). Dies bestätigte wiederum die Hypothese, dass im konservierten 
Teil vornehmlich Genprodukte für die DNA-Stabilisation, chromosomale Integration und 
eventuell für die Mobilisierung der Geninsel kodiert sind und die entsprechenden ORFs unter 
gewöhnlichen Wachstumsbedingungen nicht exprimiert werden.  
 
 195
Die meisten der scheinbar exprimierten Gene gehörten zu den spezifischen „Cargo“-ORFs der 
Insel. Unter diesen befand sich auch der ORF C14, der als einziger in der früheren 
Expressionsanalyse (siehe Kapitel 7.1, cDNA-Hybridisierungen auf restriktionsverdauter 
Cosmid-DNA) detektiert werden konnte. Wie bei dieser Analyse konnte auch jetzt für einige 
direkt neben C14 lokalisierte ORFs (C12, C13), die zum selben Cytochrom C-Biogenese 
Operon gehören, keine Transkription nachgewiesen werden. 
 
Die detektierten Transkriptionslevel der zu den 36 positiven Signalen gehörenden ORFs 
wurden dann mit der Expression von rpoN verglichen. 
Aus genomweiten Expressionsanalysen mit dem „P. aeruginosa Genome Array“ (Affymetrix) 
war der Transkriptionsstatus des Gens rpoN aus P. aeruginosa bekannt. Bei Wachstum in 
Minimalmedien gehörte rpoN während der logarithmischen Wachstumsphase zu den weniger 
stark exprimierten Genen, die detektierte Menge des Transkripts war um den Faktor 5 - 6 
geringer als für das Citratsynthase-Gen gltA (Daten generiert von Mario Juhas).  
 
Auf den Kontrollstreifen konnte das Signalverhältnis von rpoN zu gltA in den 
Hybridisierungen bestimmt werden. Da das gltA-PCR-Produkt auch auf dem Makroarray 
aufgetragen war, wurde mit diesem Signalverhältnis ein „theoretisches rpoN-Signal“ für die 
Makroarrays errechnet. Dieses sollte näherungsweise die Signalintensität beschreiben, die im 
Makroarray ermittelt werden könnte, wenn Gene in ähnlichen Mengen transkribiert werden 
wie rpoN. 
Für die 36 Punkte mit Hybridisierungssignalen wurden die mittleren Intensitäten der Signale 
aus den vier Experimenten errechnet. Auf diese wurden dann zur Standardisierung die 
Korrekturfaktoren angewandt, durch die die unterschiedlichen Hybridisierungseigenschaften 
der DNA-Punkte auf den Makroarrays berücksichtigt wurden. Diese Korrekturfaktoren 
wurden aus den Auswertungen der Makroarray-Analysen zur Epidemiologie der PAGI-2(C)-
Geninsel übernommen (siehe Kapitel 5.5.1). Abschließend erfolgte die Umwandlung der 
Absolutwerte in relative Signalintensitäten, die das Verhältnis der Signale zum oben 
beschrieben „theoretischen rpoN-Signal“ angaben. 
 
Diese Werte gaben nun, wenn auch nur ziemlich ungenau aufgrund der Umrechnungen der 
Signalintensitäten und der Bestimmung des „theoretischen rpoN-Signals“, die 




Die 36 ORFs wurden anhand dieser Werte in drei Kategorien eingeteilt: 
 
Transkriptionslevel im 
Vergleich zu rpoN ORFs 
höher (rel. Signale > 1,5) C98  (rel. Signal 2,06) 
C34  (rel. Signal 1,53) 
ähnlich (rel. Signale 0,7 – 1,5) C61  (rel. Signal 1,04) 
C37  (rel. Signal 0,92) 
C59  (rel. Signal 0,74) 
niedriger (rel. Signal < 0,7) C14, C18, C10, C21, C22, C23, C25, C26, 
C27, C29, C30, C31, C32, C33, C35, C36, 
C38, C39, C40, C42, C43, C44, C56, C57, 
C62, C64, C91, C97, C99, C105, C108 
 
Tabelle 7.2: Vergleich der Transkriptionslevel von PAGI-2(C)-ORFs mit rpoN. 
 
Da rpoN in P. aeruginosa während der exponentiellen Wachstumsphase in Minimalmedien 
auf einem eher niedrigen Level exprimiert wird, musste für die meisten dieser PAGI-2(C)-
ORFs auch auf eine eher geringe Transkription geschlossen werden. Dies galt auch für die 
meisten ORFs aus dem vermeintlichen „Cargo“-Bereich der Geninsel (ORFs C14 – C35) 
(siehe Abbildung 7.8). Einen etwas höheren Transkriptionslevel wiesen C34 aus dem 
„Cargo“-Bereich und C98 auf. C98 liegt in einem Abschnitt von PAGI-2(C), der nur in einem 
Teil der in anderen P. aeruginosa Stämmen detektierten Geninseln konserviert ist (siehe 
Kapitel 5.5.2). In PAGI-3(SG) oder in der SpB-Insertion ist dieser ORF nicht konserviert 
(siehe Kapitel 1.3 u. 4.2.5) 
Abbildung 7.8: Schema des PAGI-2(C)-Makroarrays mit Transkriptionsstatus der ORFs im Vergleich
zu rpoN. Schwarze Flächen markieren ORFs mit höherer Transkription als rpoN, dunkelgraue
Flächen ORFs mit ähnlicher und hellgraue Flächen ORFs mit niedrigerer Transkriptionl. Für ORFs in
weißen Flächen konnte keine Transkription nachgewiesen werden.
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
 
Für C34 und C98 existierten funktionelle Hinweise, ein direkter Zusammenhang zur 
Expression unter den gewählten Kulturbedingungen ergab sich daraus aber nicht. C34 kodiert 
eine putative Hydroxybutyryl-Dehydratase FenO, C98 einen putativen 
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Transkriptionsregulator. C98 könnte laut Annotation mit den ORFs C96 und C97 ein Operon 
darstellen. Für C97 konnte aber nur ein sehr niedriger Transkriptionslevel ermittelt werden, 
C96 wurde gar nicht exprimiert. Ähnlich wie für die putativen Hg2+-Resistenzgene (C85 – 
C88) existiert auch für diese drei ORFs ein zweiter homologer Gencluster in R. metallidurans 
CH34 (Mergeay et al., 2003). Der betreffende pbr-Gencluster, der Resistenz gegen Blei-Ionen 
vermittelt, umfasst in R. metallidurans allerdings drei zusätzliche Gene. 
Eine Erklärung für die Expression von C98 während des Wachstums in Minimalmedium 
lieferte diese Homologie der Operons nicht. Möglich wäre auch, dass das C98-Genprodukt 
die Transkription von Genen reguliert, die nicht neben dem Regulatorgen selbst, sondern in 
anderen Regionen lokalisiert sind, eventuell sogar außerhalb der Insel PAGI-2(C). 
 
Zusammenfassend ergab sich aus den durchgeführten Expressionsanalysen das Bild, dass 
während exponentiellem Wachstums von P. aeruginosa C die konservierten ORFs aus 
PAGI-2(C) nicht exprimiert werden. Nur für wenige Ausnahmen wurden mit Hilfe der 
Makroarrays geringe Transkriptionslevel detektiert. Für viele spezifische ORFs konnten durch 
die Makroarray-Analysen geringe Transkriptionslevel detektiert werden, C98 oder C34 
wurden auch in einem etwas höheren Maße exprimiert. Eine Beteiligung von PAGI-2(C)-
Genprodukten an der beobachteten Quecksilber-Resistenz konnte nicht nachgewiesen werden. 
Grundsätzlich scheint aber eine vergleichende Expressionsanalyse für PAGI-2(C)-ORFs mit 
Hilfe der Makroarrays möglich. Auch scheinbar geringe Transkriptionslevel wurden 
detektiert, so dass Änderungen in der Transkription von ORFs bei verschiedenen 
Wachstumsbedingungen nachgewiesen werden könnten. Wenn Wachstumsbedingungen 
gefunden werden, bei denen die Transkription von PAGI-2(C)-ORFs gegenüber den 
Standardbedingungen variiert, könnten mit weiteren Analysen Transkriptionsdaten für die 
ORFs gesammelt werden, aus denen sich Rückschlüsse auf die Expressionsbedingungen und 
funktionelle Hinweise für die dazugehörigen Genprodukte gewinnen ließen. 
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8 Sequenzvariation zwischen P. aeruginosa C und PAO1 
Bei den Sequenzierungen der verschiedenen Geninseln von P. aeruginosa C beinhalteten die 
Ergebnisse auch jedes Mal Abschnitte, die nicht zur eigentlichen Geninsel gehörten. Diese die 
Inseln flankierenden Abschnitte waren gegenüber der Sequenz des Stammes PAO1 hoch 
konserviert und stellten spezies-typische DNA dar. Die bekannte flankierende DNA der 
Geninseln PAGI-2(C), pKLC102 und PAGI-4(C) sowie der SpB-Insertion umfasste 
zusammen 84578 bp. Für diese Sequenzen wurden die Nukleotidsubstitutionen zwischen der 
PAO1- und der C-Sequenz bestimmt, um die Sequenzvariation zwischen diesen beiden 
Stämmen zu beschreiben. 
Die DNA-Sequenzen aller analysierten Bereiche aus P. aeruginosa C wurden im Anhang 
(Abschnitt „flankierende Sequenzen“) abgelegt. In Tabelle 8.1 sind die entsprechenden 







































Sequenz-identität 99,53% 99,65% 98,83% 99,26% 99,60% 99,67% 99,33% 99,77% 99,57%
Basen-
substitutionen
A → G 19 25 9 4 6 8  - 2 73
G → A 17 19 13 4 1 9  - 2 65
C → T 19 17 20 2 7 4  - 3 72
T → C 19 11 9 8 10 4 1 11 73
A → C 4 4 1  -  - 1  - 4 14
A → T  - 1 1  -  -  -  - 2 4
G → C 1 7 1  - 1 2  -  - 12
G → T 2 5 2  - 1 1 1 1 13
C → A  - 2 2  - 4  -  -  - 8
C → G 4 1 1 2 1 3  -  - 12
T → A 1  - 3  - 1 1  -  - 6
T → G 3 3 1 3 2 1  -  - 13
Transitionen 74 72 51 18 24 25 1 18 283
Transversionen 15 23 12 5 10 9 1 7 82
Gesamt 89 95 63 23 34 34 2 25 365
 
Tabelle 8.1: Geninseln flankierende Sequenzen von P. aeruginosa C und Nukleotidsubstitutionen 
gegenüber PAO1. Die Bezeichnungen „links“ und „rechts“ der flankierenden Sequenzen beschreiben 
die Lage neben der integrierten Geninsel, ausgerichtet in Kolinearität mit dem PAO1-Genom. Die 
Nukleotidsubstitutionen sind als Austausch von PAO1 nach C dargestellt. 
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Abbildung 8.1: Basensubstitutionen von Stamm PAO1 zu Stamm C in der Umgebung der
analysierten Geninseln in Stamm C. Die Substitutionen wurden in Teil A für alle acht
flankierenden Sequenzen aufsummiert, in Teil B für die einzelnen Sequenzen dargestellt. Für den
Bereich “PAGI-4(C) links” wurde kein separates Diagramm erstellt, da in der kurzen Sequenz nur


































































Basensubstitutionen PAO1 → C:
1: A → G  7: G → C
2: G → A  8: G → T
3: C → T  9: C → A
4: T → C 10: C → G
5: A → C 11: T → A




















Die Sequenzidentität zwischen PAO1 und C variierte in den verschiedenen Sequenzbereichen 
nur leicht und betrug insgesamt 99,57 %. Die entsprechende Sequenzdiversität von 0,43 % lag 
damit in dem für P. aeruginosa Stämme üblichen Bereich von 0,3 – 0,5 % (Kiewitz u. 
Tümmler, 2000; Spencer et al., 2003). Bei den 365 Nukleotidsubstitutionen überwogen 
deutlich die Transitionen (siehe Abbildung 8.1, blaue Segmente), das Verhältnis von 
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Transitionen zu Transversionen betrug 3,5 : 1. Dieser Wert lag noch über denen, die bei 
Stammvergleichen von P. aeruginosa (2,5 : 1 (Spencer et al., 2003)) und E. coli (3 : 1 (Perna 
et al., 2001) oder bei Vergleichen von Markergenen in P. aeruginosa und Salmonella (3 : 1 
(Kiewitz u. Tümmler, 2002)) beobachtet worden waren. 
 
Die vier möglichen Transitionen wurden nahezu gleich häufig detektiert. Innerhalb der 
möglichen Transversionen waren die Substitutionen A → T und T → A deutlich 
unterrepräsentiert. Die Zahl der Austausche von A oder T nach G oder C glich in etwa der der 
umgekehrten Substitutionen (173 bzw. 158). Dies entsprach in etwa den Daten aus 
Stammvergleichen von P. aeruginosa, die auf einen Mechanismus zur Aufrechterhaltung des 
hohen GC-Gehalts hindeuteten (Spencer et al., 2003). Auf eine gezielte Steuerung wies auch 
ein Vergleich der detektierten Substitutionen mit den Zahlen hin, die bei einer statistischen 
Verteilung der Basenaustausche auf der Grundlage eines GC-Gehalts im Genom von 66,6 % 
zu erwarten gewesen wären (siehe Tabelle 8.2). Laut durchgeführter Analyse waren die 
Abweichungen zwischen den detektierten und den erwarteten Werten hoch signifikant (hohe 
χ2- Werte, sehr niedrige P-Werte). Sowohl die Zahlen der einzelnen Nukleotidsubstitutionen  
als auch das Verhältnis von Transitionen und Transversionen wichen eindeutig von einer 
statistischen Verteilung ab. Die Validierung der Signifikanz der Abweichungen wurde mit 








Anzahl χ 2 P
Transitionen 283 122
Transversionen 82 243
A → G 73 21
G → A 65 41
C → T 72 40
T → C 73 21
A → C 14 20
A → T 4 20
G → C 12 41
G → T 13 40
C → A 8 41
C → G 12 40
T → A 6 20









Tabelle 8.2: Vergleich der Anzahl tatsächlich detektierter Nukleotidsubstitutionen mit den zu 
erwartenden Zahlen bei statistischer Verteilung. Die Signifikanz der Abweichungen ist durch die Werte 
χ2 und P angegeben. 
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9 Geninseln als Quelle der Genomdiversität in P. aeruginosa 
Die bakterielle Spezies Pseudomonas aeruginosa zeichnet sich durch ein breites Spektrum an 
Morphotypen, metabolische Diversität und ubiquitäre Verbreitung in der Natur aus. Damit 
einher geht ein hohes Maß an genomischer Variabilität, in P. aeruginosa Stämmen kann über 
20 % des genetischen Materials individuell unterschiedlich sein. 
Die Identifizierung und Analyse klon- und stammspezifischer DNA ermöglicht eine 
Beschreibung des individuellen genetischen Repertoires und potentieller Charakteristika 
einzelner Stämme. Gleichzeitig werden dadurch Rückschlüsse auf die grundlegenden 
Rekombinationsereignisse ermöglicht, aus denen die beobachtete Genomdiversität resultiert. 
In den Genomen von Stämmen des Klons C, eines in Mitteleuropa bei Mukoviszidose-
Patienten dominierend auftretenden Klon, waren drei sogenannte hypervariable Regionen 
detektiert worden, auf die sich entsprechende Insertions- und Deletionsereignisse im Genom 
konzentrierten (Römling et al., 1997). In einer dieser Regionen waren in den Stämmen C (CF-
Lungenisolat) und SG17M (Umweltisolat) die partiell konservierte Geninseln PAGI-2(C) und 
PAGI-3(SG) identifiziert, sequenziert und analysiert worden (Larbig et al., 2002). 
 
Für Stamm C konnten auch in den beiden anderen hypervariablen Regionen des Genoms 
Geninseln nachgewiesen werden, die vermutlich über einen Phagen-ähnlichen Mechanismus 
in tRNA-Gene inseriert worden waren. 
In der hypervariablen Region 2 wird diese Geninsel durch chromosomal integrierte Plasmid-
DNA gebildet. In anderen Klon C Stämmen liegt dieses 103,5 kb große Plasmid pKLC102 
zusätzlich in episomaler Form vor. In Stamm C wurden an den Übergängen zwischen 
chromosomaler und Plasmid-DNA auf der einen Seite ein komplettes tRNALys-Gen, auf der 
anderen Seite eine Kopie von dessen 3’-Ende (45 bp) identifiziert. Diese wurden in Analogie 
zur Terminologie von Phagen-Integrationen als attL- und attR-Sequenzen bezeichnet. Die 
chromosomale Integrationssequenz attB war also in einem tRNALys-Gen lokalisiert, das bei 
der Rekombination mit der attP-Sequenz der Plasmid-DNA vollständig rekonstruiert wurde 
(siehe Kapitel 3.2). Die gleichen attL- und attR-Sequenzen wurden in Klon K nach reversibler 
chromosomaler Integration des Plasmids identifiziert. Außer dem identischen 
Integrationsmechanismus konnte für dieses Plasmid auch eine Konservierung des größten 
Teils des genetischen Materials aus pKLC102 festgestellt werden (siehe Kapitel 3.6). In den 
P. aeruginosa Klonen C und K liegen demnach hoch homologe Plasmide vor. 
In Klon K Stämmen konnte die Plasmid-Integration alternativ auch in einem anderem 
tRNALys-Gen stattfinden, nicht aber in Klon C. In der vergleichbaren Position im Stamm C 
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wurde neben dem tRNALys-Gen stattdessen eine kleinere Geninsel PAGI-4(C) identifiziert. 
Deren Sequenzanalyse ergab, dass diese Insel aus einem hochkonservierten Fragment des 
Plasmides pKLC102 und einem vermutlich nachträglich inserierten Transposon besteht (siehe 
Kapitel 3.5). Diese Insel ist vermutlich durch Rekombinationsereignisse nach einer früherer 
pKLC102-Integration entstanden, bei der die integrierte DNA vollkommen umgestaltet 
worden ist. Die Insel PAGI-4(C) stellte das Produkt dieser Rekombinationen dar. Ihre Präsenz 
scheint eine (erneute) Integration des Plasmides in dieses tRNALys-Gen zu blockieren.  
Auch die in der hypervariablen Region inserierte pKLC102-DNA war in weiterführende 
Rekombinationsereignisse involviert. In Stamm C und anderen Stämmen aus der gleichen 
Subgruppe wurde innerhalb dieser DNA ein nachträglich inseriertes, 23 kb großes Integron 
TNCP23 identifiziert, in dem unter anderem ein Integron mit einer Gentamicin-
Resistenzkassette lokalisiert ist (siehe Kapitel 3.4). Durch diese Transposon-Insertion scheint 
die Integration von pKLC102 irreversibel geworden zu sein, da in diesem Stamm kein 
episomales Plasmid mehr auftrat. In mehreren Stämmen der Subgruppe waren außerdem die 
Bruchpunkte von chromosomalen Inversionen in TNCP23 lokalisiert worden. 
Das Plasmid pKLC102 stellt somit das Kernelement eines Genomevolutionsprozesses in 
P. aeruginosa Klon C Stämmen dar (siehe Kapitel 3.7), durch den die intraklonale 
Genomdiversität weiter zunimmt und mit der eventuell die Adaptation an individuelle 
Habitate einhergeht. Im Verlauf dieses Prozesses ist das ursprünglich reversibel integrierte 
Plasmid zunächst im Genom fixiert worden. Weitere DNA wurde in die pKLC102-DNA 
inseriert und schließlich die ursprüngliche Struktur des mobilen DNA-Elements durch 
Genomrearrangements vollkommen verändert. Auf diese Weise ist aus einem mobilen 
Element eine chromosomal fixierte Geninsel geworden. 
Die Sequenzanalyse der pKLC102-DNA (siehe Kapitel 3.3.2) zeigte einen mosaikartigen 
Aufbau. Auffällige Bausteine sind vor allem ein 8,5 kb großes Gen, das eine putative cyclo-β-
(1,2)-Glucan-Synthetase kodiert und einen potentiellen Virulenzfaktor darstellt, so wie ein 
Operon zur Synthese von Typ IV Pili. Anhand des Aufbaus des Operons und der 
Identifikation von Genen, die Konjugationsfaktoren kodieren, wurden die Typ IV Pili als Sex-
Pili klassifiziert. Die episomale Form von pKLC102 z. B. in Stamm SG17M stellt demnach 
ein konjugatives Plasmid dar. Außerdem zeigte die pKLC102-Sequenz auffällige 
Ähnlichkeiten zu den Geninseln PAGI-2(C) und PAGI-3(SG). In pKLC102 wurden 36 ORFs 
mit Homologien zu PAGI-2(C) identifiziert. Diese partielle Konservierung und der jeweils 
verwendete Phagen-ähnliche Integrationsmechanismus deuten auf eine Verwandtschaft dieser 
DNA-Elemente und die Entwicklung aus gemeinsamen Vorläufern hin. Gegenüber PAGI-
2(C) ist die Ähnlichkeit von pKLC102 nicht so hoch wie die von PAGI-3(SG). Die Anzahl 
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homologer ORFs ist geringer, die Integrationssequenz ist innerhalb eines tRNALys-Gens 
anstelle eines tRNAGly-Gens lokalisiert und das neben der att-Sequenz lokalisierte Integrase-
Gen kodiert für einen unterschiedlichen Integrase-Typ (XerC). Außerdem wurde auf 
pKLC102 eine oriV-Region identifiziert. In PAGI-2(C) fehlt eine entsprechende Sequenz. 
 
In der dritten hypervariablen Region des Stamm C Genoms wurde eine weitere zu PAGI-2(C) 
verwandte Geninsel detektiert (siehe Kapitel 4). Für diese vorläufig als SpB-Insertion 
bezeichnete Insel wurden wie bei PAGI-2(C) an den Übergängen zur chromosomalen DNA 
ein tRNAGly-Gen und eine Kopie von dessen 3’-Ende identifiziert. Die DNA-Sequenz der 
ca. 180 kb großen Insertion konnte noch nicht vollständig bestimmt werden, da eine 
physikalische Lücke im Contig von ca. 35 kb noch nicht geschlossen werden konnte. In den 
bekannten Sequenzabschnitten wurden erneut Homologe zu nahezu den gleichen PAGI-2(C)-
ORFs identifiziert, die auch in PAGI-3(SG) konserviert waren. Ein solches „Set“ 
konservierter ORFs war in der SpB-Insertion zweimal vorhanden. Dazwischen waren 
spezifische DNA-Abschnitte positioniert. Die gesamte Insertion besteht demnach aus zwei 
kombinierten PAGI-2(C)-ähnlichen Geninseln und einem scheinbar separat integrierten 
Phagen (siehe Kapitel 4.2.7). 
Der spezifische Anteil der SpB-Insertion ist zum Teil modulartig aus Abschnitten mit 
Homologien zu bestimmten Spezies zusammengesetzt. Dies weist erneut auf den 
mosaikartigen Aufbau der Geninseln auch in den spezifischen Abschnitten hin, wobei die 
einzelnen Bausteine scheinbar aus unterschiedlichen Quellen akquiriert worden sind. Welche 
phänotypischen Eigenschaften dem Stamm C durch diese Geninsel vermittelt werden, war 
anhand der Annotationsergebnisse für die Genprodukte nicht ersichtlich. Auffallend war 
lediglich eine größere Anzahl kodierter putativer Chaperone und anderer Proteinstrukturen 
modifizierender Proteine, durch die dem Wirtsstamm eventuell Selektionsvorteile unter 
extremen Wachstumsbedingungen zukommen können.  
Für eine genaue Charakterisierung solcher durch die verschiedenen Geninseln vermittelten 
phänotypischen Eigenschaften fehlen funktionelle Daten zu den kodierten Genprodukten. 
Daher wurden erste Transkriptionsanalysen für die ORFs aus der Insel PAGI-2(C) 
durchgeführt. Während des exponentiellen Wachstums von Stamm C wurde dabei keine 
signifikante Expression dieser ORFs detektiert (siehe Kapitel 7). Dies bestätigte die 
Vorstellung, dass Proteine, die in Geninseln kodiert sind, nur unter speziellen Wachstums-
bedingungen exprimiert werden, unter denen die von ihnen vermittelten Eigenschaften zum 
Tragen kommen. Eine dementsprechende Expression von ORFs aus PAGI-2(C), die als 
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Quecksilberresistenzgene annotiert worden waren, konnte bei Wachstum in Gegenwart 
mikromolarer Mengen Hg2+-Ionen allerdings nicht nachgewiesen werden. 
 
Insgesamt waren in allen drei hypervariablen Regionen des Genoms von P. aeruginosa C  
partiell konservierte, in tRNA-Gene inserierte Geninseln identifiziert worden. Diese drei 
Geninseln weisen zusammen eine Größe von fast 400 kb auf und stellen damit einen großen 
Teil der stamm- und klon-spezifischen DNA des Stammes C dar. Dies unterstreicht die 
Bedeutung der chromosomalen Integration von Geninseln in tRNA-Gene als eine der 
Hauptursachen für die hohe Genomdiversität innerhalb der Spezies P. aeruginosa. 
Darüber hinaus scheinen die drei Geninseln aus Stamm C und die Insel PAGI-3(SG) durch 
die Integration verwandter mobiler DNA-Elemente entstanden zu sein. Charakteristisch sind 
jeweils der Phagen-artige Integrationsmechanismus und große Abschnitte mit homologen 
ORFs.  
Funktionelle Hinweise für einige Genprodukte in den konservierten Bereichen (Protein zur 
Chromosomenaufteilung (Soj), DNA-Topoisomerase, DNA-Einzelstrang-bindendes Protein 
(Ssb)) deuten an, dass die homologen ORFs Proteine für die Stabilisierung und strukturelle 
Organisation der DNA in den Geninseln und zum DNA-Transfer kodieren könnten und somit 
eine Art Grundgerüst einer solchen „Familie“ mobiler Elemente bzw. der nach der Integration 
vorliegenden Geninseln darstellen. In die konservierten Grundgerüste ist individuell 
unterschiedliches „Cargo“ inseriert, das mit diesen mobilen Elementen transferiert und in das 
Wirtsgenom integriert werden kann. Das „Cargo“, das für verschiedene Funktionen kodieren 
kann, ist in den spezifischen Teilen der einzelnen Geninseln lokalisiert.  
 
Durch epidemiologische Untersuchungen wurde eine weite Verbreitung dieser Geninsel-
Familie in der Spezies P. aeruginosa nachgewiesen. Durch Hybridisierungen eines 
Makroarrays, auf dem DNA aus der als Referenz gewählten Insel PAGI-2(C) fixiert war, 
konnten homologe Abschnitte in den Genomen von 31 Stämmen aus einer Auswahl von 71 
repräsentativen P. aeruginosa Isolaten detektiert werden (siehe Kapitel 5.4). Diese homologen 
Abschnitte zeigten die Präsenz einer oder mehrerer (partiell) konservierter Geninseln in 
diesen Stämmen an. Für diese Geninseln konnten jeweils die gegenüber PAGI-2(C) 
konservierten ORFs detektiert werden und anhand derer eine Zuordnung zu verschiedenen 
Subtypen innerhalb der Familie erfolgen. Die Geninseln stellten sich so als weitverzweigte 
Familie dar, in denen je nach dem Grad der Verwandtschaft unterschiedlich viele ORFs aus 
PAGI-2(C) konserviert waren (siehe Kapitel 5.5.2). Durch einen Vergleich der 
Konservierungsmuster der verschiedenen Subtypen wurden die auf dem Makroarray 
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repräsentierten PAGI-2(C)-ORFs als obligat oder potentiell konserviert klassifiziert (siehe 
Abbildung 9). Die obligat konservierten ORFs ließen dabei Rückschlüsse auf den Umfang des 
Grundgerüsts an Genen zu, das diese Familie verwandter Geninseln charakterisiert und 
kennzeichnend für diese Familie mobiler DNA-Elemente ist. 
Hervorgegangen sein könnten diese DNA-Elemente aus einem Plasmid-ähnlichen Vorläufer, 
aus dem durch divergente Entwicklung (Aufnahme verschiedener DNA-Bausteine?) die 
verschiedenen Subtypen entstanden sind. pKLC102 (und das hoch homologe pKLK106) 
würde dann eine Form dieser Elemente darstellen, bei der im Laufe der Entwicklung aus dem 
Vorläufer heraus der Plasmid-Charakter erhalten geblieben ist. 
C1 C2 C4 C5 C6 C7 C8 C10 C12 C13 C14 C18
C84 C20 C21 C22 C23 C25 C26 C27 C29 C30 C31 C32
C85 C33 C34 C35 C36 C37 C38 C39 C40 C42 C43 C44
C45 C46 C47c C47d C49 C50 C51 C52 C54/55 C56 C57
C58 C59 C61 C62 C63 C64 C65 C66 C67 C68/69 C70
C71 C72 C73 C74 C75 C76/77 C78 C79 C80 C81 C82/83
C89 C90 C91 C92 C93 C94 C95 C96 C97 C98 C99
C100 C101 C102 C103 C104 C105 C106 C107 C108 C110 C111
Abbildung 9.1: Konservierung von PAGI-2(C)-ORFs in den verschiedenen Subtypen
verwandter Geninseln.
Schwarze Felder repräsentieren obligat konservierte ORFs. Dunkelgrau dargestellte ORFs
weisen Homologe in den meisten Subtypen auf, hellgrau dargestellte nur in einigen. Weiße
Felder zeigen spzifische „Cargo“- ORFs in PAGI-2(C) an.
 
Durch Datenbankvergleiche wurden weitere partiell konservierte Geninseln auch in Stämmen 
anderer bakterieller Spezies entdeckt, z. B. in Burkholderia fungorum LB400, Salmonella 
enterica serovar Typhi CT18, Xylella fastidiosa 9a5c oder in Xanthomonas axonopodis (siehe 
Kapitel 6.3). Als PAGI-2(C)-ähnlich wurden außerdem das clc-Element aus verschiedenen 
Pseudomonas und Ralstonia Stämmen und die Pathogenitätsinsel PAPI-1 aus P. aeruginosa 
PA14 identifiziert. In mehreren Stämmen von Ralstonia metallidurans war die komplette 
Geninsel mitsamt dem spezifischen „Cargo“ konserviert, im sequenzierten Stamm 
R. metallidurans CH34 mit nahezu 100 % Sequenzidentität.  
PAGI-2(C)-ähnliche Geninseln können demnach in verschiedenen bakteriellen Spezies 
auftreten, sind dabei wie in P. aeruginosa nicht auf Stämme aus bestimmten Habitaten 
beschränkt und treten nicht nur in Isolaten aus lokal begrenzten Regionen auf.  
Vertreter der hier beschriebenen Familie mobiler Elemente, aus denen die partiell 
konservierten Geninseln hervorgehen, können in ein breites Spektrum an Wirtsgenomen 
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inserieren. Die DNA-Elemente können dabei eventuell als universelles Vehikel für die 
Integration unterschiedlichsten „Cargos“ dienen. So wurden beispielsweise Geninseln mit 
spezifischen Bereichen identifiziert, in denen Cluster für die Synthese von 
Pathogenitätsfaktoren (Vi-Kapsel, Insel SPI-7 in Salmonella enterica serovar Typhi) oder 
Gene zur Degradation aromatischer Verbindungen (Gene zum Chlorocatechol-Abbau, 
clc-Element aus Pseudomonas sp. B13) lokalisiert waren.  
 
Dementsprechend können weitere bakterielle Spezies auf die Vertreter dieser Familie von 
Geninseln hin untersucht werden, um so die Verbreitung dieser DNA-Elemente zu 
charakterisieren. Bei weiteren Analysen sollte jedoch das Hauptaugenmerk auf der 
Generierung funktioneller Daten für die Genprodukte in den verschiedenen Inseln liegen, um 
die von den Geninseln vermittelten Eigenschaften charakterisieren zu können. Konkrete 
Aussagen könnten z. B. durch die Analyse von Mutanten mit einzelnen ausgeschalteten ORFs 
aus den Geninseln und damit einhergehenden, veränderten Phänotypen getroffen werden. 
Eine weitere Möglichkeit wäre die Fortsetzung der für PAGI-2(C) begonnenen 
Expressionsanalysen. Konkrete funktionelle Hinweise zu den ORFs ergäben sich aber nur bei 
Variationen in deren Transkriptionsstatus unter veränderten Umweltbedingungen für den 
Bakterienstamm. Dementsprechende Kulturbedingungen müssten zunächst identifiziert 
werden.  
 
Insgesamt zeigt diese Arbeit, dass die chromosomale Integration von Geninseln neben der 
Aufnahme von Plasmiden und Phagen eine der Hauptursachen für die beobachtete Genom-
diversität von P. aeruginosa ist, da die in Geninseln lokalisierte DNA einen bedeutenden 
Anteil der variablen DNA der Genome einzelner Stämme darstellt. Für den Stamm C sind 
bisher über 350 kb solcher DNA sequenziert und analysiert worden.   
Die analysierten Beispiele gehören alle zu einer Familie von partiell konservierten Geninseln, 
die vermutlich aus verwandten Plasmid-ähnlichen Vorläufern hervorgehen. Geninseln dieses 
Typs sind in P. aeruginosa weit verbreitet und kommen auch in anderen Spezies aus 
unterschiedlichen Habitaten vor. Somit wurde ein neuer Typ mobiler DNA-Elemente 
charakterisiert, dessen Vertreter „Cargo“-DNA mit verschiedensten kodierten Funktionen 
beinhalten und durch horizontalen Gentransfer auch über Spezies-Grenzen hinweg auf andere 
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12.3.1  Geninsel PAGI-2(C) 
 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Sequenzen der einzelnen ORFs 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































12.3.2  Plasmid pKLC102 
 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Sequenzen der einzelnen ORFs 













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































12.3.3  Integron TNCP23 
 








































































































































































































































































































12.3.4 Geninsel PAGI-4(C) 
 













































































































































































































































































































12.3.5  SpB-Insertion 
 



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Sequenzen der ORFs aus dem Contig 1 



































































































































































































































































































































































































































>BR21, 1935 Basen (revers komplementär) 
>BR23, 459 Basen 
 
































































































































>BR32, 2910 Basen (revers komplementär) 
 
























































































































































































































































































































































































































































>BR63, 393 Basen (revers komplementär) 
 
>BR64, 213 Basen (revers komplementär) 
 



































>BR67, 444 Basen (revers komplementär) 
 












































































>BR71, 561 Basen (revers komplementär) 
 
>BR72, 1629 Basen (revers komplementär) 
 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Sequenzen der ORFs aus dem Contig 2 
>BL1, 195 Basen (revers komplementär) 
 







































































































































































































































































































































>BL27, 153 Basen (revers komplementär) 
 



































































































































































































































>BL45, 552 Basen 
 




























>BL49, 1110 Basen 













































































































































































>BL60, 2736 Basen 




























































12.3.6  Geninsel PAGI-3(SG) 
 



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Sequenzen der einzelnen ORFs 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































12.3.7  Sequenzabschnitte aus dem Kerngenom, die die Geninseln in Stamm C 
flankieren (siehe Kapitel 8) 
 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































12.3.8  Sequenzen der verwendeten Primer 
 
Primer für PAGI-2(C)-ORFs: 
>C1for 
>C7for 
GGTGAGTTCGGCCTACAACC 
>C2for 
GTGCCATCCTCATGCTTCTCC 
>C3for 
CTGATGCATGGGGGATCACC 
>C4for 
CGAACAGGCACGCGAAAACG 
>C5for 
AAGTGATCCTCCACGCACCG 
>C6for 
AGGTTCGAGACCGAGTTGCC 
AGGCAGCGATGATGTTGGCG 
>C8for 
CGCAGGAATTCAAGGTCGGC 
>C9for 
ATGGTGGGAAGAGTACGCGC 
>C10for 
TTGTTCGCGCTGGGTTTGGG 
>C11for 
CCAAGTTGCCCCTGAAAGCG 
>C12for 
CTTTCTGTTCACGGCTCCGG 
>C13for 
TTTCCTATGGCCGCTGCTCG 
>C14for 
CTCGCTTTGTTCGCATGGCG 
>C15for 
ACGCATCGCACTCATCGTCG 
>C16for 
CAAGGCGTTCTACCCACTCG 
>C17for 
CTTGAAGCTCGCCTTGCTCC 
>C18for 
TGACTTTCCGGATCGTGCCG 
>C19for 
TCTGCACAAGCACGGCATCG 
>C20for 
CGTCAACCATTCACCCTCGG 
>C21for 
 444
CCTGCTTGAAGACGGCATCG 
>C22for 
ACCTGTGGAACGGCTCAAGC 
>C23for 
ACCCTATGGCGATGCCATCC 
TCATCGCGAATATCCCGGGC 
>C29for 
>C24for 
GGGCGCTTTGAGCTACATCG 
>C25for 
AACAGCTAAGAGGCCGTGCG 
>C26for 
>C27for 
GAAGGCGATGTACCTCTCGG 
>C28for 
TCTGGAGACGCATGTGCACG 
CCCTGAAATCCATCTCGCCC 
>C30for 
GTCGTTTCTACAGGACGGCG 
>C31for 
TCTCGCGCATCATGATCGGC 
>C32for 
TTACCGGCAACTGACGCAGG 
>C33for 
ACCACCGACTTCGTTGCGACC 
>C34for 
CGACGCCTATTTCTCAGCGG 
>C35for 
TGCGCTTGGAACTTGTCCCG 
>C36for 
GCTGGACCCACTCATTCACG 
>C37for 
TTCATTGCCGATCGCCTGCC 
>C38for 
GATCGATGCCGGTGAACTGC 
>C39for 
CGCATCAGCACTGCGGAACG 
>C40for 
GGACACGAACGGCTACTACG 
>C41for 
CATGACTTGGCGCCCCTTGC 
>C42for 
GGCTACAACCTGGTCAACGG 
>C43for 
AGCAACACCGGAGAGAACCC 
>C44for 
AACCCTTGGCCTGGCCATCG 
>C45for 
ATGACTCCTGCCTGGAGTCG 
>C46for 
CCCATCCATTCCGATGCAGG 
>C48for 
GATTAAGGGCCTGGTGCTGG 
>C49for 
TGGGGTCAAGAGTGCCAAGC 
>C50for 
CTGATCCTGCTGGACATCGC 
>C51for 
TGCAGGCGCACATCAAGACC 
>C52for 
TCAACCGCCATCCCGTTGTCG 
>C53for 
ATCCTCACTTCCCGTCTCGC 
 445
>C55for 
GGTGGCTTCGATCTGGCTGC 
>C56for 
CTGACCGGTTCCTATGCTCG 
>C68for 
CCGTCGATCCTCCTTTTCGC 
AGAGCCTGATGTGGCTCTGG 
>C72for 
>C75for 
ACCCGTTCGATGACTGGTGG 
TCCAAGATGACCCTTCCCGC 
>C57for 
ATTCACCGCCGTCTACGACG 
>C58for 
GACTGGGAAGACCTCCTTGG 
>C59for 
GCGATGCGTTGCAGACATGG 
>C60for 
TCGCCACCTACTCGTACACG 
>C61for 
>C62for 
ACGTCCCATCGAGGTACAGC 
>C63for 
TTGTCCTGCCGAATCGCAGG 
>C64for 
GCACCTGTTCTGGAAGGACC 
>C65for 
CGTCATCAACATCGACGCGC 
>C66for 
GTTCACGGGCCTACTCATGC 
>C67for 
TCACTGCCGGCCTGTATGCC 
>C69for 
>C70for 
TTCACTATCCCGAACGCCGC 
>C71for 
CTGTTCCACCTGCTGTTCCG 
GCGCTCATCTTCAGCAGAGG 
>C73for 
TCCCCAATCCGTTCAAGCGG 
>C74for 
GGACCTGATGGACACGATGG 
CTTCTTCCACGCTGTACCGC 
>C76for 
TGCTGGCACTCGTTGAAGGG 
>C77for 
ATCGCGGTCCGAACTGATCG 
>C78for 
CCACCATCGCTTGCGATACC 
>C79for 
CCGAGAAATCTGTTGCGCCC 
>C80for 
CTGGTATCCCGCTTTGCTCC 
>C81for 
TCGCCTTATCAACCCACCGC 
>C82for 
ACCTGGACGCTGGAAGTCAC 
>C83for 
>C84for 
ATCATCGACCTGCACGACCG 
>C85for 
GCCATGCCAAGTACGAAGGC 
>C89for 
 446
CATGATGCCTTCGCTGGTCG 
>C90for 
TTCCCCGACCTCATCACACC 
>C91for 
CCCAATCCCTTTCTACGCGG 
>C92for 
CGAAAGGAGCCTTCATGGCC 
>C96for 
>C97for 
ATACAAGGTGACCGCAGGCG 
ATGCGGATCGGTGAACTGGG 
ACGAAGATTGCGCTCGGTGG 
>C93for 
GAACCAGCTTTTGCCCCAGG 
>C94for 
CAGCAGCCAGAGTTTCCAGG 
>C95for 
TGCTGATGTCACCCGTTCGC 
GTGGTACTCACTCGCGATCG 
>C98for 
>C99for 
ATGGCTCGGCTTCTTGGTCG 
>C100for 
CGAAAACGACGAGTTGGGCC 
>C101for 
CTGTACGAGACGCACAAGGC 
>C102for 
CACAATTCATCGGCGAGGGC 
>C103for 
GAACAGCCAGCCTTCATGCG 
>C104for 
AACTCAACCTCGGCTCCCTG 
>C105for 
GATGGCGTCACGGCATTTCC 
>C106for 
ATCGCATCCGCTCAACCAGG 
>C107for 
TCCCACTGTGCTCTATGGCG 
>C108for 
ACTACGAACTGACCCAGCGC 
>C110for 
TCTATCGTCCCATCGAGGCG 
>C111for 
GGTCAGATGGGTAAGCACGG 
 
>C1rev 
GTTGCCAATCGGGAACTCGC 
>C2rev 
TGAGTCACGACCTCGTAGGG 
>C3rev 
>C4rev 
AACCGGAATCTTGCTCGCCG 
>C5rev 
AGATCCATCCCGCTTGCTGC 
>C6rev 
CCAAGAATCTTGGAGCGCCC 
>C7rev 
ATCCTGCGTGCCAGAACACG 
>C8rev 
GTGCCAGGTTGTCATCGAGG 
>C9rev 
CCAGATGGGTATCCACCAGG 
>C10rev 
 447
AAGCGGCCTGTGCCAAATGC 
>C11rev 
AGCCACGGATTCTGGACAGC 
>C12rev 
GGCTGCGCAGATTCATGACC 
>C13rev 
CACATAGGTTTCCGGCACGC 
>C14rev 
GTCCGTTTGCATCGATCGCC 
>C15rev 
CCAGCCGTCCTTGAACAACC 
>C15brev 
GCAATTCCGACTGGATGCGC 
>C16rev 
CTGGTGCAAGGTGTTCCACC 
>C17rev 
TCCCTGACCGATGATCGACG 
>C18rev 
CAGTTCACCAAGCCATCGCG 
>C19rev 
CACATTCAGCGCGTTGCTGC 
>C20rev 
ATTTGGCATGCCTGCTCGGC 
>C21rev 
GCTCAAGTTCACGAGCACGC 
>C22rev 
CAATCCCTGCGCACGTAACC 
>C23rev 
CAGTTGTACGACTCGGGTCC 
>C24rev 
GGTGGAAGATGTACTCGGGC 
>C25rev 
>C26rev 
TACGGTAGTGCAGGGTCTGC 
>C31rev 
AGCCGAAATTCCAGCCCACG 
TGTCGTTGCGCACAAGGTGG 
AAACTGCACCACGCTGACCG 
TCAACAGGTACGCGACCAGG 
CGAATGCGTAAGCTCCCAGG 
>C27rev 
CCATAGCCGTCATAGCTGGC 
>C28rev 
CATGGATGTTGTGCGCACGC 
>C29rev 
CGAAGCCCGAAAGCACATGG 
>C30rev 
>C32rev 
GCGTTCGATGCGTACATCGC 
>C33rev 
CATCGGGTGCGTTGATGACG 
>C34rev 
CGCGATCTTCTTTGCGAGGG 
>C35rev 
>C36rev 
GTATGCGGTATCGCTGACGG 
>C37rev 
CTCCTGAAGCACGGTTTGGG 
>C38rev 
CAACGCCTACCTTTGCTGCC 
>C39rev 
GCTCCCATTCGACGGTATCG 
>C40rev 
 448
>C41rev 
TCAACAGGCTGGCTTCCAGC 
>C42rev 
TTCGTTGGCTGCGACGTTGG 
>C43rev 
CTGGTACACGTGCAACTGCC 
>C44rev 
ACCCAAACTCCATGCGTCGG 
>C45rev 
TACCCGCACATCGATGAGCG 
>C46rev 
AGACACTGCTCGATCGCTGG 
>C47rev 
GATCGACCAGCGTGATGTCG 
>C48rev 
ACTGGATGCGCTGGTAGAGC 
>C49rev 
CGAGCCGACATAGGACATGC 
>C50rev 
>C51rev 
>C52rev 
AGCGCGAGATCAGCACGTGG 
TTCGGTGAGCAGCCAGATGC 
CTCAGGACGAGGTACATCGC 
CTGCATCAGATCGGCGAACC 
GACCATTCCATCCGTCGAGC 
CGCTGAAGACGATCAACGCG 
>C64rev 
GCTGCTCCTTCAGGATCTCG 
GAAATCGCCTTGCAGCACGC 
GATCGGATAACGCACCAGGG 
>C53rev 
>C54rev 
>C55rev 
CAGGTGAAACTGGATGCCGG 
>C56rev 
>C57rev 
TCGGCGGATGCTTGAGTTGG 
>C58rev 
TGAGCCGAGGAAAGCTTGCC 
>C59rev 
CTGCGTGGCAATTCCTTGGC 
>C60rev 
>C61rev 
ACGACTGGATCTCGCGATCG 
>C62rev 
AGCGCCTTGTCCATGGATGG 
>C63rev 
GATAGGTGACCCAAGGCAGC 
>C65rev 
TCCGCATGCACGTTGATCGG 
>C66rev 
TCTCGACGTTGACGACCAGG 
>C67rev 
>C68rev 
TGGTTGAGCGTGATGCTGCC 
>C69rev 
CAGCAGCACCTGAAGTTGGG 
>C70rev 
GTCATCCGCGTGCAGTTCCC 
>C71rev 
CCTTGAAGCCTTCCTGCTCC 
>C72rev 
 449
CTGCGAATCGGTGACGATGC 
>C73rev 
GCTGGTCTTGACGATCAGCG 
>C74rev 
GGGTGTCACCTTTGACGACG 
>C75rev 
TTGGCCGGATACGGATAGGC 
>C76rev 
GTGCGGGTTGAAGTGAAGCG 
>C77rev 
AGGTCCAGATAGGACAGCGG 
>C78rev 
GCAGTAGCCGAACTCGATCC 
>C79rev 
TCCAGTTTCACGGACTCGCC 
>C80rev 
GACTAGGTTCTCCTGGACGC 
>C81rev 
TGTGGACCAGCGTCGATTCC 
>C82rev 
CAGGTGCTCGGGGGTATCGG 
>C83rev 
TGCTAAGGACAGGTGCGTGG 
>C84rev 
GCGACAGGTACTGCAACAGG 
>C84brev 
>C91rev 
TTTCGAGGGCACGTTGAGCC 
CAGCGTGTGCTTTTGCGACC 
GCTTGGCAGCGTTGAACAGC 
>C85rev 
GCCACATAGACGAACTGCGG 
>C86rev 
CGGCATTGGTCTTGGCCTCG 
>C87rev 
TCACCTTGTAGGCAGTCCGC 
>C88rev 
ATTGCCATGGTGCGCGTTGC 
>C89rev 
TCTGACGGTGCAGTTCCACC 
>C90rev 
CACGTGTTTCCACGTGTCGC 
GCGTGGAGATCAGCTTGACG 
>C92rev 
GATTGATGGTCTCCAGCGCG 
>C93rev 
CGACAGTCCTTGGAAGTGGC 
>C94rev 
>C95rev 
ACATGCTGCTTCCACAGGGC 
>C96rev 
CACGCTCATGAACGACTGGG 
>C97rev 
TCGTCCATCAGCAGGATCGC 
>C98rev 
GTTGAGAATGCCGCACTCGC 
>C99rev 
>C100rev 
AGATCCGGGATGTTCGACCC 
>C101rev 
CCCTTCTTCACGAGGTAGCC 
>C102rev 
ACAGACTCGATGCGGTACGG 
 450
>C103rev 
GCATTCCTGTGCTTGCCTGC 
>C106rev 
>C107rev 
AGACGCTCGATGAATGCCATGCGGG 
>C104rev 
TTCTCCAATGCTGCCCGAGC 
>C105rev 
GTTGCGGATGCCATGCTTGC 
ATCGACGTTCCTGCTGCTGG 
GTCGATGTACCAGACGTCGG 
>C108rev 
CCATTGCGGGAACAACTCGC 
>C109rev 
ATCGAATCCCAGCCGACAGC 
>C110rev 
GAATAGGGCACGCCTGAAGG 
>C111rev 
CGAGTTCCGGATCTGAGAGC 
 
 
weitere Primer: 
>Primer 050gap 
TTGGTCGAGTCGGGGGTCTTGTAGG 
 
>Primer 187gap 
ACATCAGCGTCATTGCGGCCAACGC 
 
 
>T3-Primer 
AATTAACCCTCACTAAAGGG 
 
>T7-Primer 
CATAATACGACTCACTATAGGG 
 
 
>BmQ1f 
TTTCAGGGACGGCATGAGGTTTGCC 
 
>BmQ3r 
GTTCGTAGTGCCAATAACGGAGGGG 
 
 
>SpE1f 
CCAACTTCCAATCGGGGTATAGCGC 
 
>SpE2r 
 
 
>SpF2f 
GCGGTGGATTACTCTGGTTATCCGG 
 
>phn7 
GAGAAAGAATGCGTCCCCACGTTCG 
 
 
>cit2 
CATGTCGACCGCCTCCTGCG 
 
>cit3 
 451
GCTTCGTTCGCGCCCCCATG 
>fla3a 
GAGCGCAGAGTCGCTGAACG 
 
>fla4a 
GTTGATGGTGTTGTCGAAGCGG 
 
 
>fla3b 
TCCGATACCACCACCTTCGG 
 
>fla4b 
TCGCAGCCAGGGCGTTATCG 
 
 
>PP5a 
AGAGATCGCGGACAAGACCG 
 
>PP5b 
AAGCAGGGTGGTTATGGGCC 
 
 
>hob1 
ATTTCCTGTAATTTTCCC 
 
>hob2 
AGTGGTCCTGAGGTGACG 
 
 
>PA16Sf1  
CGGACGGGTGAGTAATGCCTAGG 
 
>PA16Sr1  
CCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCC 
 
 
>PA16Sf2 
ATCATAGTGGCGCAGCTAACGCG 
 
>PA16Sr2 
TGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG 
 
 
>rpsLf  
TCAACCAGCTGGTGCGTAAGCCG 
 
>rpsLr 
ACTTCGAACGACCCTGCTTACGG 
 
 
>rpoNf 
GACGAAGTGGAAGTCGTGCTGCG 
 
>rpoNr 
CCCTGTGCCTCCAGTAAACCAGC 
 
 
>186endf 
GGTCTGCGCAAGAACATGGG 
 
>186endr 
GACATGCACCAGGTAGTGCG 
 
 452
 
>610endf 
 
>Primer 610mpr 
TCTCCAGCCGCTCACAATCAGCC 
>P729f 
GTTGTGGAGCGAGACCAAGG 
>610endr 
AGTTGCGGCGTGATGGCTGG 
 
 
>1078endf 
CCAAGTCTTCTGGCTTCGGG 
 
>gapC55r 
ATGGCGTCAGGTGAAACTGGATGC 
 
 
>C47cf 
GTTCGAGGACACGGTGGTTACG 
 
>C47cr 
GTCTCGCCCACAGCTTTCTTCG 
 
 
>C47df 
GCAGAGAAGCGCACTGTGCTCACG 
 
>C47dr 
CTCCACTTCATCGGGGGGCATCG 
 
 
>186-T7end 
CAGAAGTTCACGAGCTGGATGCG 
 
>610-T3end 
GCTGTTTCAGGATGTGCTGTCGC 
 
 
>Primer 610mpf 
TTCTCGGGTGATGCTTGGTGGG 
 
GCTTCTCACATCCGGCAATGCC 
 
>186mpf 
AACTGTCGTCATGAACCGGACGG 
 
>186mpr 
 
 
TATGCTGAGCGGAAGCAGCG 
 
>P729r 
GCGCATTCAGCGCTACATGC 
 
 
>P710f 
CCACGGAGAGTTTCCATGCG 
 
>P710r 
TTGTAGCCGTCCGGGTCTTCG 
 
 
 453
 
>P711f 
TCACCTGGCCATTCGCTTCG 
 
>P712r 
GGAACAACGGACGCTTCACG 
 
GGATGGGTTTTCCGCTGTCGC 
 
AGCCCGGGAAAGATCGGAAGC 
 
 
AATCGGCGATCACCGATGGC 
>P724r 
 
 
>P714f 
>P714r 
 
>P716f 
ATCGGTATGCTAGACGGCCC 
>P716r 
ATGCCCTACGGATGGAAGGC 
 
 
>P723f 
 
ATACCCGGCAGCAGTCTTGC 
 
 
>P727f 
GCGTGCTGGATGATTTGGCC 
>P727r 
GCAAAGCCCCTCATAGGTGC 
 
 
